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Resumen

La mayoria de los machos de especies biparentales tienen que inhibir su conducta
infanticida y convertirse en paternales antes del nacimiento de sus crias; factores
sociales como la copula, cohabitacion con la hembra prefiada y presencia de las
crias facilitan el inicio de la conducta paterna, aunque se desconocen los cambios
neuroendocrinos que subyacen a este evento. En 0os machos biparentales ocurren
cambios hormonales que no se presentan en los machos de especies uniparentales,
entre estos cambios se asocia la testosterona (T). Esta hormona a nivel neura puede
ser metabolizada a estradiol (E2) o dihidrotestosterona (DHT), que al unirse a sus
receptores en diferentes areas del cerebro, como el bulbo olfatorio (OB), area
predptica medial (MPOA) y la amigdala medial (MeA), regulan diversas conductas
sociales. Entre los receptores del Ez, el tipo alfa (ERa), tiene un papel clave en los
mecanismos neuroendocrinos que regulan la conducta materna, y también ha sido
asociado con la regulacién de la conducta paterna. Aunque el receptor androgénico
(AR) no ha sido referido que participe en la regulaciéon de la conducta paterna, en
roedores como el gerbo de Mongolia (Meriones unguiculatus) y el raton de los
volcanes (Neotomodon alstoni) se sugiere que este receptor es parte de los
mecanismos neuroendocrinos que regulan la conducta paterna, debido a que la
administracion de DHT (andrégeno no aromatizable) induce la exhibicion de cuidados
paternos en machos virgenes, que antes de la administracion de esta hormona
fueron agresivos hacia las crias de la especie. El objetivo de este estudio fue

determinar la funcion que desempefia la copula, la cohabitacion con la hembra



prefiada, el nacimiento de las crias y la presencia de éstas en el postparto en el inicio
de la conducta paterna, asi como establecer si el inicio de esta conducta esta
asociada a un incremento en la concentracion de T y la presencia de los ERa y los
AR en el OB, el mMPOA y la MeA, en el gerbo de Mongolia (Meriones unguiculatus). A
través de pruebas de conducta paterna fueron seleccionados 36 machos sin
experiencia sexual, no paternales, que fueron apareados con hembras virgenes.
Estos gerbos fueron organizados en 4 grupos de 7 parejas cada uno. Todos los
machos fueron sometidos a pruebas de conducta paterna: Grupo 1, después de la
copula, los del Grupo 2, entre 10 y 8 dias antes del nacimiento de las crias, los del
Grupo 3, de 6 a 8 horas después del nacimiento de las crias y los del Grupo 4, a los
6 dias después del nacimiento de las crias. Otro Grupo, con 14 machos en
cohabitacion macho- macho se utiliz6 como control, de éstos, dos machos fueron
sometidos al mismo tratamiento que los experimentales en cada una de las etapas
del ciclo reproductivo explorada. Después de las pruebas de conducta paterna cada
macho fue anestesiado profundamente y perfundido enseguida se obtuvieron
muestras de sangre para la cuantificaciéon de T por el método de RIA y los cerebros
fueron disectados y procesados para inmunohistoquimica del ERa y AR en el OB,
mPOA y MeA. Cuatro cortes de cada region cerebral fueron analizados mediante un
microscopio 6ptico cuantificandose las células inmunoreactivas en 10000 ym?. Se
contrasto la latencia de conducta paterna, el tiempo de abrigo y acicalamiento con la
prueba de Kruskal-Wallis. Esta misma prueba se utilizo para las concentraciones de
T. El andlisis post hoc se realizé utilizando la correccion de Bonferroni. Para

determinar diferencias significativas en ERa-ir y AR-ir en mPOA, MeA y OB se ultilizo



un ANOVA de una via. Las comparaciones post hoc se realizaron usando la prueba
de Tukey. Los resultados mostraron que la copula, nacimiento de las crias y la
presencia de las crias en el postparto facilitaron la exhibicion de cuidados paternos
en el 100% de los machos. Todos los machos paternales tuvieron concentraciones
periféricas de T mas altas (P < 0.005) y mayor nimero de células inmunoreactivas a
ERa y AR en OB, mPOA y MeA (P < 0.005), que los machos no paternales. El inicio
de la conducta paterna en el gerbo de Mongolia es facilitado por factores sociales
como, la copula, el nacimiento y la presencia de las crias. Ademas, el E inicio de esta
conducta asociado a un incremento en la concentracién de T y la significativa
presencia de ERa y AR en regiones neurales que participan en la regulacién de la
conducta paterna, apoyan que esta hormona regula la conducta de este roedor a

través de las vias estrogénica y androgénica.



Abstract

The majority of the biparental males have to inhibit their infanticidal behavior and
become paternal before the birth of their offspring. Social factors such as copulation,
cohabitation with the pregnant female and presence of the offspring facilitate the
initiation of paternal behavior, but the neuroendocrine changes that underlie this
event are unknown. In addition, in the males of biparental species occur hormonal
changes that do not occur in the males of uniparental species, among these hormonal
changes is associated with testosterone (T). This hormone at the neural level, can be
metabolized to estradiol (E2) or dihydrotestosterone (DHT), which by binding to its
receptors in different areas of the brain, such as the olfactory bulb (OB), medial
preoptic area (MPOA) and the medial amygdala (MeA), regulate various social
behaviors. Among the E:2 receptors, the alpha type (ERa) plays a key role in the
neuroendocrine mechanisms that regulate maternal behavior and has also been
associated with the regulation of paternal behavior. Although the androgen receptor
(AR) has not been reported to participate in the regulation of parental behavior,
rodents such as the Mongolian gerbil (Meriones unguiculatus) and the volcano mouse
(Neotomodon alstoni) suggest that this receptor is part of the mechanisms
neuroendocrine that regulate paternal behavior, because the administration of DHT
(and non-aromatizable androgen) induces the display of paternal care in virgin males,
which before the administration of this hormone were aggressive towards the
offspring of the species. The objective of this study was to determine the role played

by the copulation, cohabitation with the pregnant female, the birth of the offspring and



the presence of these in the postpartum at the beginning of the paternal behavior, as
well as to establish if the beginning of this behavior is associated with an increase in
T and the presence of ERa and AR in OB, mPOA and MeA, in the Mongolian gerbil
(Meriones unguiculatus). Through tests of paternal behavior were selected 36 males
without sexual experience, not paternal, who were paired with virgin females. These
gerbils were organized into 4 groups of 7 couples each. The males of group 1 were
subjected to tests of paternal behavior after intercourse, those of group 2, between 10
and 8 days before the birth of the offspring, those of group 3, on the day of the birth of
the offspring (from 6 to 8 hours later) and those of group 4, at 6 days after the birth of
the offspring. Another group, with 14 males in male-male cohabitation was used as
control, of these two males were subjected to the same treatment as the experimental
ones, in each stage of the reproductive cycle. After tests of paternal behavior were
deeply anesthetized, blood samples were obtained for the quantification of T by the
RIA method and the brains were dissected and processed for immunohistochemistry
of ERa and AR in OB, mPOA and MeA. Four slices from each site were analyzed by
an optical microscope quantifying the immunoreactive cells in 10000 ym?. The latency
of paternal behavior, the time of huddling over the pups and grooming was contrasted
with the Kruskal-Wallis test. This same test was used for T concentrations. For the
multiple comparison between these two results a Bonferroni correction followed by a
Mann-Whitney U was used. To determine significant differences in ERa-ir and AR-go
in mMPOA, MeA and OB, one-way ANOVA was used. Post hoc comparisons were
made using the Tukey test. The results showed that in the groups of copulation, birth

of the offspring and 6 days postpartum 100% of the males displayed paternal

\%



behavior (coat and grooming), no significant differences were found between these
groups (P > 0.005). All the paternal males had higher peripheral concentration of T (P
<0.005) and greater number of cells immunoreactive to ERa and AR in OB, mPOA
and MeA (P <0.005), than non-paternal males (virgins and those that cohabited with
the female 10- 8 days before the birth of the offspring). The results showed that the
initiation of paternal behavior is facilitated by social factors such as copulation, birth
and the presence of offspring. In addition, the onset of this behavior was associated
with an increase in T. The significant presence of ERa and AR in neural regions that
participate in the regulation of paternal behavior suggest the participation of the

estrogenic and androgenic pathways in the regulation of this behavior.
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Abreviaturas
AON: Nucleo olfativo anterior

AR: Receptor androgénico

AR-ir: Inmunoreactividad del receptor androgénico
AVP: Arginina-vasopresina

DHT: Dihidrotestosterona

E2: Estradiol

ERa: Receptor alfa estrégenico

ERa-ir: Inmunoreactividad del receptor alfa estrogénico
ERB: Receptor beta estrogenico

MeA: Amigdala Medial

mPOA: Area Preoptica Medial

NMA: N-metil-DI-acido aspartico

OB: Bulbo Olfatorio

OT: Oxitocina

T: Testosterona

BST: Lecho del nucleo de la estria terminal

LHb: Ndcleo lateral habenular

LS: Septo lateral



1. Introduccion

1.1 Clasificacion de los cuidados paternos en los roedores

En los mamiferos, en los que la hembra ha desarrollado estrategias
reproductivas que le permite cuidar sola a sus crias, los cuidados paternos son poco
comunes. Sin embargo, en algunas especies de estos vertebrados los machos
permanecen con la hembra después del apareamiento y proporcionan cuidados a
sus crias (Dewsbury 1985; Clutton-Brock 1991). Esta conducta ha sido observada en

algunos carnivoros, primates y roedores (Kleiman y Malcom 1981).

La conducta paterna se define como el conjunto de actividades que realiza el
macho en beneficio de las crias, que pueden aumentar la sobrevivencia de éstas
(Clutton-Brock 1991). En los roedores, los cuidados paternos pueden clasificarse en
directos e indirectos (Clutton-Brock 1991). Entre los directos, se incluyen aquellas
actividades que benefician directamente a las crias como son: el abrigo (el macho
reduce la perdida de calor, colocandose encima de las crias en forma de carpa),
acicalamiento de las crias (el macho lame a las crias colaborando con la limpieza del
cuerpo y estimulando el area urogenital para eliminar los desechos de las mismas),
recuperacion de las crias (el macho regresa a las crias al nido), olfateo de las crias
(el macho olfatea a las crias y hace contacto con ellas, para reconocerlas y
estimularlas), juego y sociabilizacion de las crias (el macho asiste a las crias en la
exploracién de su ambiente fisico y social) (Fig. 1, 2, 3 y 4). Los cuidados indirectos
los constituyen aquellas actividades que no implican interacciones padre-hijo, entre

éstos se encuentran la obtencion del alimento (el macho almacena alimento que es



consumido por la hembra durante la lactancia, asi mismo, este alimento también
puede ser consumido por las crias después del destete (en el caso del gerbo de
Mongolia ocurre entre la tercera y cuarta semana), construccion del nido (el macho
construye o asiste en la construccion de la madriguera, zona de anidacion y nido, asi
como en su mantenimiento, debido a que esto incrementa la sobrevivencia de la
progenie), provision de cuidados a la madre (el macho evita que se acerquen otros
machos) y defensa ante depredadores (el macho alerta a la hembra y a las crias de

la presencia de los depredadores) (Dewsbury 1985).

Fig. 1 Abrigo: el macho curva el cuerpo haciendo una concavidad en la region

ventral, en la cual coloca a las crias.

Fig.2 Acicalamiento: el macho lame todo el cuerpo de las crias,

principalmente, la regién urogenital.



Fig. 3 Olfateo: el macho aproxima la nariz a la cria mientras mueve

ritmicamente las vibrisas, tocando a la cria con la nariz.

Fig. 4. Recuperacion de las crias: el macho regresa a las crias al nido.

1.2 Evolucioén de la conducta paterna

Varios estudios han examinado la importancia del cuidado paterno
principalmente en las aves (Bart y Tornes 1989; Mock y Fujioka 1990). En estos
vertebrados los machos tienen la misma capacidad que las hembras para incubar a
las crias y alimentar a los polluelos, y por lo tanto, una alternativa viable reproductiva

a la desercion es que los machos permanezcan en pareja e inviertan en el cuidado



de las crias, en lugar de buscar otras compafieras. En algunas especies de aves la
presencia del macho es indispensable para la supervivencia de las crias, mientras
gue en otras, la presencia del macho no tiene ningun efecto en la supervivencia de

éstas (Bart y Tornes 1989).

Considerando que el éxito reproductivo de los mamiferos depende
principalmente de la inversion de tiempo y energia dedicada a la crianza por las
hembras (Trivers 1972); se podria esperar que el éxito reproductivo de los machos
mamiferos sea maximo al aparearse con varias hembras, en lugar de permanecer
con una sola pareja. De hecho, ésta parece ser la estrategia en la mayoria de las
especies de los mamiferos. No obstante, el 6% de los machos de las especies de
estos vertebrados, cambian su estrategia reproductiva, permaneciendo en pareja e
invirtiendo en cuidados paternos (Kleiman y Malcolm 1981). Por ejemplo, en los
roedores, la participacion del macho en el cuidado de las crias ha sido descrita en
varias especies tales como, el raton de California (Peromyscus californicus), ratén de
las praderas (Microtus ochrogaster), hamster enano (Phodopus campbelli), gerbo de

Mongolia (Meriones unguiculatus), entre otros (Elwood 1983).

Se ha sugerido que la conducta paterna evolucioné como una respuesta a
condiciones ecoldgicas locales, por lo cual la presencia de cuidados paternos en los
mamiferos ha sido registrada en una variedad de especies que no tienen una

relacion filogenética, por lo cual no existe ninguna hipoétesis del origen evolutivo de



esta conducta. Sin embargo, puede ser una respuesta a condiciones ambientales
locales. No obstante, la presencia de cuidados paternos en los mamiferos es una
estrategia reproductiva secundaria (Elwood 1983). La presencia del macho durante la
lactancia incrementa la posibilidad de sobrevivencia y el crecimiento de las crias

(Clutton-Brock 1991; Cantoni y Brown 1997; Wynne-Edwards y Timonin 2007).

1.3 Factores que regulan la conducta paterna

Dewsbury (1985) y Brown (1993) han propuesto que varios factores pueden

influir en la presencia de la conducta paterna: sociales, hormonales y neurales.

1.3.1 Factores sociales

La cantidad y el tipo de cuidados paternos en los roedores no solo estan en
funcién de las diferencias entre especies, sino que también pueden verse afectadas
por el medio. Por ejemplo, Storey y Snow (1987) observaron que el raton de las
praderas reduce los cuidados paternos, cuando otro macho se aloja cerca de su
nido, posiblemente porque la cercania del otro macho pone en duda su paternidad.
Este cambio en la conducta paterna ocasiona una disminucién en el peso y la
supervivencia de las crias. En el ratdbn de California, en condiciones de campo,
también se ha demostrado que la supervivencia de las crias disminuye cuando el

padre estd ausente (Gubernick y Teferi 2000).

La presencia de cuidados paternos en los roedores depende de la
organizacion social de la especie, por ejemplo, en los roedores mondgamos es mas

probable que el macho participe en el cuidado de las crias que en las especies



poligamas (Roberts et al. 1998). En las especies monégamas, tanto la hembra, como
el macho, invierten energia en el cuidado de las crias, en estos mamiferos los
cuidados paternos se correlacionan positivamente con la probabilidad de

supervivencia de las crias (Trivers 1972; Sheldon 2002; Alonzo 2010).

Algunas especies de roedores, que no son propiamente paternales, se
convierten en paternales cuando las condiciones ambientales se tornan dificiles; a
ésto se le conoce como "conducta paterna facultativa”. En el ratbn meteoro del prado
(Microtus pennsylanicus), los machos permanecen en el nido, con su pareja durante
los dias cortos, lo cual coincide con los meses mas frios del afio, posiblemente para
mantener la termorregulacién de las crias (Parker y Lee 2002). Durante este periodo
abrigan, acicalan y recuperan a sus crias (Parker y Lee 2001). En condiciones de
laboratorio, la conducta paterna en este roedor tiene un efecto positivo en el
crecimiento de las crias, pero no aumenta la tasa de supervivencia (Storey y Snow
1987). La conducta paterna facultativa del ratobn meteoro del prado, parece estar
significativamente influida por la hembra, la cual es altamente territorial durante el
verano, lo que impide el acercamiento del macho al nido, con el fin de prevenir el
infanticidio. No obstante, en el invierno permite que el macho anide con ella y con

sus descendientes (Parker y Lee 2002).

La experiencia con las crias puede afectar la conducta paterna, como se
muestra con la sensibilizacion, proceso que consiste en la exposicion repetida a las
crias para inducir la conducta paterna (Rosenblatt 1967; Rosenblatt y Ceus 1998).

Las crias del raton meteoro del prado al ser cuidadas por ratones de las praderas, los



cuales son mas paternales que los del prado, cuando crecen y se reproducen,
proporcionan mas cuidados a sus hijos, que sus hermanos que fueron criados por
sus propios padres (McGuire 1988). Contrariamente, cuando crias del raton de
California, roedor altamente paternal, son criadas por ratones de patas blancas
(Peromyscus leucopus), que presenta poca frecuencia de recuperacion, se observo
que al convertirse en padres exhiben un patron de recuperacion similar al de sus
padres adoptivos (Bester-Meredith et al. 1999). Estas modificaciones de la conducta
fueron heredadas a las siguientes generaciones (Marler et al. 2005). Actualmente, se
conoce que las bases moleculares de estos cambios en la conducta, generados en
respuesta al ambiente, implican eventos epigenéticos que pueden ser transmitidos

de una generacion a la siguiente (James et al. 2011).

En el topillo mandarin (Microtus mandarinus) el cuidado que proporcionan los
hermanos mayores de la primera camada, a los de la segunda camada (conducta
alopaterna), durante el desarrollo temprano, aumenta la actividad locomotora, la
interaccion social y el cuidado materno, cuando alcanzan la edad adulta. Asi mismo,
los individuos que proporcionan cuidados alopaternos, en la edad adulta también
proporcionan mas cuidados a sus hijos, a la vez que reducen sus niveles de
ansiedad y agresion. Por lo tanto, dar y recibir cuidados aloparentales tiene evidentes

beneficios para la especie (Ruiyong et al. 2013).

El comportamiento de cuidar a las crias en sistemas cooperativos de crianza,
como el de la mangosta (Herpestidae) muestra que los cuidados paternos no estan

restringidos a los padres, debido a que las crias permanecen en el nido de los



machos y hembras subordinados y raras veces en el materno. Los subordinados
regularmente son los hijos de la hembra reproductora. En estos sistemas el nimero
de individuos subordinados esta relacionada directamente con la supervivencia de
las crias (Clutton-Brock et al. 1998; Cant 2003). En las suricatas (Suricata suricatta)
los individuos mas pesados se encargan del cuidado de las crias (Clutton-Brock et al.
1998), por lo tanto este comportamiento se ha sugerido podria estar mediado por el

estado nutricional de los individuos (Cant 2003).

La hembra también es un factor que influye en los cuidados paternos; por
ejemplo, en el ratdbn Gunther (Microtus guenteri), especie en la que ambos padres
participan en el cuidado de las crias, tanto la conducta materna, como paterna
parecen ser forzados por la pareja. En este roedor cuando el macho o la hembra se
alejan del nido son interceptados por su pareja, que arrastra a su compafiero o
compafiera de vuelta al nido, sujetandolo con el hocico, presumiblemente para que
permanezca cuidando a las crias. Este comportamiento persiste hasta que la pareja
es regresada al nido. Los mecanismos que regulan esta conducta son aun

desconocidos (Libhaber y Eilam, 2002).

En un estudio de campo con la ardilla suslik Europea (Spermophilus citellus),
especie promiscua, que normalmente se espera que no presente conducta paterna,
se observd, que algunos machos cavan madrigueras para que sus hijos tengan
donde alojarse al ser destetados. Como resultado los hijos de estos machos
cavadores tuvieron significativamente mayor peso al salir de la madriguera, que los

hijos de los machos no cavadores, debido a que no invirtieron energia en la



construccion de su propia madriguera. El esfuerzo del padre cavador se considera

una conducta paterna indirecta (Huber et al., 2002).

1.3.2 Factores hormonales

1.3.2.1 Prolactina

La prolactina (PRL) es una hormona proteica sintetizada en la adenohipofisis,
secretada por las células lactotropas, cuya funcibn més conocida es estimular la
secrecion lactea, aunque también participa en la regulacion de otros eventos como la

conducta materna, el estrés y los cambios del fotoperiodo (Bridges et al. 1997).

En la rata de laboratorio (Sprague-Dawley) esta hormona patrticipa en el inicio
de la conducta materna, pero no es necesaria para su mantenimiento (Bridges et al.

1997).

Para determinar si la PRL patrticipa en la regulacion de la conducta paterna, a
machos del raton de la pradera se les administré bromocriptina, un agonista de la
dopamina, para disminuir las concentraciones de esta hormona. Este tratamiento no
tuvo efecto sobre la conducta paterna, por lo que se sugiere que la PRL no es

esencial en el cuidado paterno de este roedor (Lonstein y De Vries 2000).

En otro estudio, machos y hembras adultos virgenes del ratén de la pradera,
que fueron expuestos diariamente a crias de la especie, se observé que las
concentraciones de PRL en plasma y la expresion del RNAm del receptor a esta

hormona fueron mas altos en los machos expuestos a las crias, que en las hembras
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virgenes. Sin embargo, tanto en los machos, como en las hembras, después de la
exposicion a las crias se observo un incremento en las concentraciones de PRL y en

la expresion del RNAm de su receptor (Khatib et al. 2001).

En el raton de California, Gubernick y Nelson (1989) observaron que hay un
aumento del 35% de la PRL en el dia 2 después del parto, pero las concentraciones
de referencia en este estudio fueron aproximadamente 50 veces mayores que en
otros roedores, por lo que ellos concluyen que estos resultados no son confiables.
Asimismo, machos del hamster enano, con bajas concentraciones de PRL, no
despliegan conducta de recuperacion. Estas observaciones sugieren que la PRL
podria estar involucrada en la regulacién de la conducta paterna. (Gubernick y
Nelson 1989; Brown, 1995; Reburn y Wynne-Edwards 1999). No obstante, un primer
estudio experimental en el hAmster enano, en el cual fue suprimida la secrecion de
PRL hipofisiaria, antes del nacimiento de las crias, utlizando dos agonistas
dopaminérgicos, mesilato de bromocriptina y cabergolina. Se observdé que aunque
las concentraciones de PRL se redujeron significativamente, ningun parametro de la
conducta paterna fue afectado. Por lo que se concluyé que la PRL de origen
hipofisiario no tiene ninguna funcién en la regulacion de esta conducta, aunque no se
descarta que la PRL de origen cerebral pudiera estar implicada en la regulacion de

esta conducta (Brooks et al. 2005).

1.3.2.2 Progesterona

La progesterona es una hormona esteroide, que en los roedores machos se

sintetiza en las glandulas adrenales. Estudios recientes demuestran que en el ratén
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de laboratorio (Mus musculus), la progesterona facilita la agresion directa hacia las
crias y suprime la conducta paterna (Schneider et al. 2003). En el raton de California
las concentraciones de esta hormona son mas bajas en los machos que cohabitan
con sus hijos que en los virgenes, lo cual no se habia reportado previamente en
ningln mamifero bipaterno. Ademas, las concentraciones de progesterona se
correlacionaron negativamente con la actividad de la aromatasa en el area preoptica
medial (MPOA). El descenso en las concentraciones de progesterona y el incremento
en la actividad de la aromatasa pueden contribuir en la conducta paterna en este
roedor (Trainor et al. 2003). Sin embargo, en el hAmster enano no se encontraron
variaciones en las concentraciones de progesterona entre los machos que siempre
recuperan a sus crias y los que nunca exhibieron esta conducta. Ademas, en ambos
grupos las concentraciones de esta hormona se incrementaron desde el dia 17 del
periodo de gestacion hasta el dia 1 de la lactancia. Estos resultados no apoyan la
hip6tesis de que los machos que exhiben cuidados paternos tienen concentraciones

de progesterona mas bajos que los no paternales (Schum y Wynne-Edwards 2005).

1.3.2.3 Vasopresina y Oxitocina

La oxitocina (OT) es un neuropéptido sintetizado por células nerviosas en el
nacleo paraventricular y el nucleo supraodptico del hipotalamo, de donde es
transportada por los axones de neuronas hipotalamicas hasta sus terminaciones en
la porcién posterior de la hipoéfisis (neurohipdfisis), esta hormona ha sido relacionada

con el establecimiento de la pareja en los roedores mondégamos (Young et al. 1999).
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La vasopresina (AVP) es una hormona peptidica sintetizada en los nucleos
hipotalamicos supradptico, paraventricular y supraquiasmatico, y se almacena en la
neurohipdfisis. Esta hormona desempefia un papel muy importante en el
establecimiento de la pareja en aquellas especies naturalmente bipaternas. Por otra
parte, se sefiala que también intervienen en el desarrollo de la conducta paterna

(Young 1999).

Utilizando técnicas de autorradiografia, Parker et al. (2001) determinaron la
distribucion de los receptores de AVP y OT en el cerebro de ratones de la pradera,
con experiencia sexual y virgenes con experiencia alopaterna. Los machos con
experiencia alopaterna presentaron una mayor cantidad de receptores a AVP en el
nacleo olfatorio y el septum lateral (LS). Mientras que la expresion de OT fue muy
similar entre los grupos, lecho del nucleo de la estria terminal (BST) y la amigdala

lateral (Parker et al. 2001).

En otro estudio, en el cual se midieron las concentraciones periféricas de OT,
en machos con experiencia sexual y virgenes del ratén de California, a través de su
ciclo reproductivo, se encontré que las concentraciones de OT fueron mayores en los
machos con experiencia sexual que en los virgenes, en el dia 1 del apareamiento.
No obstante, en ambos grupos, las concentraciones de OT disminuyeron, a partir del
dia 20 de la gestacion, permaneciendo sin cambios el resto del ciclo reproductivo.
Estos resultados indican que la OT, no esta involucrada en la regulacién de la

conducta paterna de este roedor (Gubernick et al. 1995).
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Wang et al. (2000) sefialaron, en su ciclo reproductivo de los machos de los
ratones de la pradera y de las montafias, que no ocurre ningun cambio en la
expresion de receptores a OT que en el hipotdlamo, que pudiera asociarse con la
exhibicion de cuidados paternos, a diferencia de las hembras de estas especies, en
las cuales la expresion de receptores OT aumentdé al nacimiento de las crias.
Recientemente, en machos del topillo Mandarin, en diferentes condiciones
reproductivas: virgenes, apareados y nuevos padres, que interaccionaron con crias
recién nacidas de la especie, se cuantifico la inmunoreactividad de OT, tirosina
hidroxilasa, y la expresion (ARNm) de los receptores de oxitocina (OTR) y de los
receptores a dopamina de tipo 1 (D1R) y tipo 2 (D2R), en regiones neurales como el
ndcleo acumbens (NAc) y la MeA. Los resultados mostraron que los nuevos padres,
quienes tuvieron mas interaccion con las crias, que los machos apareados y
virgenes, presentaron también una mayor inmunoreactividad de OT vy tirosina
hidroxilasa. La expresion de ARNm OTR, D1R y D2R, en NAc, también fue mayor
comparada con la observada en los machos apareados. Estos resultados muestran
que los machos con diferentes experiencias reproductivas, exhiben diferentes
respuestas paternales, y que estas diferencias estan asociadas con la expresion de
OT, tiroxina hidroxilasa, OTR y receptores a dopamina, en regiones especificas del

cerebro (Wang et al. 2015).

La AVP es otra hormona que ha sido asociada con la regulacion de la
conducta paterna; en el raton de las praderas, la administracion de AVP en el LS,

induce mayor contacto y abrigo de las crias. Estas actividades paternales
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disminuyen, cuando se administra un antagonista del receptor Vla (Wang et al.
1994). En este mismo roedor, la inmunoreactividad a AVP, en el LS y nucleo lateral
habenular (LHb), varia a través del ciclo reproductivo; durante el primer tercio de la
gestacion de su pareja la inmunoreactividad a AVP es muy baja y alcanza niveles
medios de expresion después del nacimiento de las crias, observandose una mayor
inmunoreactividad al final de la gestacion. Cabe sefalar, que los machos virgenes de
este roedor también presentan una alta inmunoreactividad a AVP, en el LSy LHb. La
inmunoreactividad de AVP, en estas regiones cerebrales disminuye, si al macho se
le permite cohabitar con una hembra desconocida, pero no con un macho
desconocido. Estos resultados sugieren que la AVP esta involucrada en la regulacion
de la conducta paterna, asi como en otros comportamientos sociales que cambian

después del apareamiento (Bamshad et al. 1994).

1.3.2.4 Testosteronay sus metabolitos

La T es una hormona esteroide producida principalmente por el testiculo, y las
glandulas suprarrenales en pequefas cantidades. Esta hormona regula una variedad
de fendmenos reproductivos en el macho; por ejemplo, la produccion de
espermatozoides, la competencia en los machos, la conducta de cortejo, la conducta
de apareamiento y recientemente ha sido implicada en la conducta paterna
(Monaghan y Glickman 1992). Es el principal esteroide que lleva a cabo el proceso
de diferenciacion sexual del Sistema Nervioso Central. Aunque los esteroides, como
la Ty sus metabolitos, no siempre actdan en el cerebro en su forma nativa, sino que

son metabolizados a otra forma que es la verdaderamente “activa” (Callard 1984).
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Las principales enzimas que transforman los esteroides en el cerebro son la
aromatasa y la 5 alfa-reductasa (Fig. 5). La T al ser aromatizada se transforma en Ez,
mientras que al ser reducida por la 5 alfa-reductasa, se convierte en

dihidrotestosterona (DHT) (Torres y Ortega 2003).

OH

_AROMATASA Lﬁt;
HO'
LI@ ESTRADIOL
\u REDUCTASA

TESTOSTERONA

Fig. 5: Vias enziméticas de la 5alfa-reductasa y aromatasa (Tomado de Torres

y Ortega 2003).

Por lo general, se ha establecido que las concentraciones de T se incrementan
antes del nacimiento, pero disminuyen drasticamente en el momento del parto en las
especies de roedores que muestran el comportamiento paterno (Brown et al. 1995;
Reburn y Wynne-Edwards 1999). Sin embargo, en el gerbo de Mongolia se ha
indicado que las concentraciones de T no disminuyen en el momento del parto, ni

cuando proporcionan cuidados paternos (Luis et al. 2010).

En los ratones CF-1, la administracion de T induce el infanticidio, mientras que
la castracion lo reduce. Esto llevo a pensar que una disminucion de la T periférica
evitaba el infanticidio (Perrigo et al. 1989). Posteriormente, se observo que en el
raton de California la castracion ocasiona una disminucion de los cuidados paternos,

mientras que el reemplazo con T incrementa el cuidado de las crias (Trainor y Marler
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2001). Se concluy6 que la T es capaz de estimular la conducta paterna en este raton.
No obstante, se observo que la T ejerce sus efectos a través de su aromatizacion a
E2 (Trainor y Marler 2002), que a su vez es la hormona que induce el
comportamiento paterno cuando se implantan en el area preoptica medial (mPOA)
(Rosenblatt y Ceus 1998). De hecho, machos del ratdbn de California castrados y
tratados con un inhibidor de la aromatasa en combinacion con T invirtieron menor

tiempo en el abrigo y acicalamiento (Trainor y Marler 2002).

El ratén de los volcanes (Neotomodon alstoni), roedor endémico de México, en
el cautiverio, exhibe altos niveles de cuidados paternos (Luis et al. 2000). En este
roedor se mostré que concentraciones altas de T facilitan la exhibicion de cuidados
paternos; machos indiferentes o agresivos hacia crias ajenas de la especie, se
convierten en paternales después del reemplazamiento con T, a diferencia de los

machos que reciben implantes vacios (Luis et al. 2012).

En el topillo rojo (Myodes glareolus), roedor de Gran Bretafia, concentraciones
altas de T estan asociadas a la exhibicién de cuidados paternos, lo cual sugiere que
uno de los factores que promueve la respuesta paterna en este roedor, es un

aumento en la concentracion de T (Gromov y Osadchuck 2013).

En los ratones knockout para ERa no inician ataques en pruebas intruso-
residente, incluso después de la administracion diaria de propionato de T; y en el
raton silvestre la castracion, fue capaz de restablecer la agresion. Sin embargo, las

tasas de infanticidio fueron significativamente mayores en los ratones knockout, en
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comparacion con sus homologos de tipo silvestre. Esto condujo a que los
investigadores propusieran que la administracion de T es capaz de mantener el
comportamiento de infanticidio a través los receptores de andrégenos o receptores
beta estrogénicos, mientras que la agresién hacia un intruso esta probablemente,

mediada a través del ERa (Ogawa et al. 1998).

Sin embargo, hay autores que sefalan que el infanticidio no siempre se
correlaciona con las concentraciones de T periférica (Gandelman y Vom Saal 1975).
Aunque la administracién de E2 es reconocido por iniciar el comportamiento paterno,
la concentracion endégena de esta hormona no aumenta en el hamster enano, pero
se observ6 que aumentaba antes del nacimiento y durante el desarrollo postnatal de
la descendencia en el hamster Siberiano (especie no parental), con una disminucién

notable en torno al nacimiento (Rosenblatt y Ceus 1998).

1.3.2.5 Glucocorticoides

Los glucocorticoides son producidos en la corteza de las glandulas
suprarrenales, y se sabe que responden a cambios sociales. La formacién de parejas
en el primate cabeza de algodén, en el raton de la pradera y en el hAmster enano
produce en los machos una reduccion en la concentracion de esta hormona (Ziegler
et al. 1996; Castro y Matt 1997; Wynne-Edwards y Reburn 2000). Los aumentos en
el cortisol del plasma se asocian positivamente con la provision de cuidados paternos
de los suricatos (Suricata suricatta) machos subordinados (Carlson et al. 2006).
Mientras que en el hamster enano, especie biparental, la concentracién de

corticosterona se reduce significativamente después de la formacion de la pareja,
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esto no es observado en el hamster Siberiano (especie promiscua). En el hamster
enano las concentraciones de corticosterona también aumentan después del
nacimiento (Reburn y Wynne-Edwards 1999). Lim et al. (2006) citan una distribucion
muy variable en los receptores del factor liberador de corticosterona entre los ratones
monogamos Yy promiscuos. Empleando la hibridacion in situ y técnicas de
inmunohistoquimica, examinaron la asignacién de los dos ligandos endégenos para
estos receptores en el cerebro en diferentes especies de roedores. En general, se
reporté una distribucion altamente conservada en el factor de liberacion de la
corticosterona y urocortina-1 dentro de las regiones del cerebro, tales como el bulbo
olfatorio (OB), nucleo accumbens, area predptica medial (mPOA) y el lecho del
ndcleo de la estria terminalis (BST), entre cada especie del ratdn, lo que sugiere un
papel importante en la disponibilidad del receptor en la vinculacién con una pareja y

en el cuidado parental (Lim et al. 2006).

La administracion del factor liberador de corticosterona (DeVries et al. 2002),
la corticosterona, o la exposicién a nado forzado (De Vries et al. 1996) en los machos
es suficiente para iniciar la vinculacién con su pareja después de 3 h de cohabitacion
con una hembra. Sin embargo, en la hembra estas precondiciones inhiben la
vinculacién con su pareja (De Vries et al. 1996). En el caso del comportamiento de
los padres, los glucocorticoides también parecen ser dimdrficos sexualmente. Por
ejemplo, Bales et al. (2006) introdujeron un macho y una hembra del raton de las
praderas con un factor de estrés (prueba de nado forzado) o sin factor de estrées,

cuarenta y cinco minutos mas tarde, se utilizo una prueba de cuidado parental para
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evaluar conductas, como abrigo, acicalamiento, aseo personal y la recuperacion de
las crias. Después de finalizar la prueba se determiné la concentracion de
corticosterona en el plasma. En los machos, la exposicion al estrés facilitdo la
conducta paterna y la concentracibn de corticosterona estuvo directamente
relacionada con el numero de recuperaciones de las crias, pero se asocio
negativamente con el comportamiento de acicalamiento y aseo personal; las

hembras no alteraron su conducta materna (Bales et al. 2006).

Curiosamente, Samuel et al. (2008) observaron que la administracion intra-
cerebro-ventricular de urocortina Il (proteina estructuralmente relacionada con el gen
factor liberador de corticosterona) se relacioné con un aumento en la cantidad de los
cuidados paternos como el abrigo, tanto en los ratones de las praderas machos y

hembras, sin provocar ansiedad.

La mayoria de los estudios relacionados con péptidos de estrés y la conducta
paterna se centran especificamente en las concentraciones enddégenas de
corticosterona en condiciones parentales, mientras que uno de los primeros estudios
de tamarinos (Saguinus oedipus), naturalmente paternos, sugiere gque esta hormona
no altera el comportamiento de los padres (Ziegler et al. 2004). Sin embargo, en la
rata macho se indica que el aumento de corticosterona junto con la evitacion inicial a
crias ajenas, disminuye con la sensibilizacién (Koranyi y Endroczi 1987). En general,
estos datos sugieren que los glucocorticoides tienen efectos diferentes entre el sexo

y la especie.
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1.3.3 Factores Neuroendocrinos

Newman (1999) destacdé la complejidad de las superposiciones en los circuitos
neurales que regulan los comportamientos sociales en los mamiferos. Estos
comportamientos sociales incluyen la conducta sexual masculina y femenina, la
agresion ofensiva y la conducta paterna. Las regiones neurales, que posiblemente
estén implicadas en la regulacion de las conductas sociales son: la mPOA/BST (area
predptica medial/ cama del nacleo de la estria terminalis), MeA (amigdala medial) y
LS (septo lateral). Se ha planteado que hay una red central comdn que regula una
variedad de comportamientos sociales, y que cuando un comportamiento se produce
puede estar regulado por los estimulos que tienen acceso a ese circuito social

(Newman 1999).

Los esteroides, como los estrégenos y la T, pueden ejercer su efecto
modulador en los sistemas neurales, por medio de la via gendémica (la cual involucra
mecanismos de transcripcion de genes) o por efectos de membrana (por accion
directa sobre la membrana neuronal), cambiando cualidades del neurotransmisor y/o
de sus receptores, lo cuales inciden en la emisién de la conducta inhibiéndola o
facilitandola (Mani et al. 1997). Varios estudios han sefialado que el mPOA, MeA y
OB, tienen un papel central en la regulacién de la conducta parental (Numan 1994;

Morgan et al. 1999; Kirkpatrick et al. 1994).

La conducta paterna, como la materna, es regulada por factores neurales,
endocrinos y sociales. En diversos estudios se menciona que en los mamiferos

ocurren cambios hormonales que estan asociados con el encendido de la conducta
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paterna; hormonas como la testosterona y la prolactina, entre otras, podrian estar
implicadas en la regulacién de esta conducta (Brown et al. 1995; Reburn y Wynne-

Edwards 1999; Ziegler y Snowdon 2000; Nunes et al. 2001).

1.3.3.1 Area Preéptica Medial (mPOA)

Aunque a la fecha son muy pocos los estudios realizados sobre la regulacion
neural de la conducta paterna, los resultados de éstos sefialan que mPOA, tiene un
papel central en la regulacion de esta conducta, como ocurre en la materna.
Tomando en cuenta la hipétesis que sefala que los mecanismos neuroendocrinos
que regulan la conducta materna son homélogos a la paterna. Diversos estudios han
mostrado que mPOA tiene una funcion central en la regulacion de la conducta
materna; Fisher (1956) observo que lesionando el &rea mPOA e hipotalamo anterior
quimicamente o con radiofrecuencia, se afecta el inicio y el mantenimiento de la

conducta materna en ratas primiparas y multiparas.

El mPOA recibe aferencias de una amplia variedad de sistemas neuronales,
asi como del sistema vomeronasal, respecto a las proyecciones eferentes, la
evidencia experimental ha puesto de manifiesto que las proyecciones laterales que
van del centro de este nucleo a la region lateral y al area tegmental ventral, parecen
ser las mas directamente implicadas en el control neural de la conducta materna,
tanto en ratas (Numan 1974; Numan y Callahan 1980; Miceli et al. 1983; Numan y

Corodimas 1985), como en hamster (Marques et al. 1979; Miceli y Malsbury 1982).
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Numan y Callaham (1980) al interrumpir las conexiones anteriores, dorsales,
posteriores y laterales del mPOA, encontraron que solo las lesiones laterales
afectaron la conducta materna, causando alteraciones en los patrones de
construccion del nido y recuperacion de las crias. Esta ultima conducta desaparecio
permanentemente, esta afectacion no se puede atribuir a la afectaciéon de funciones
motoras, puesto que las ratas lograban recoger dulces u objetos de peso y tamafio
similar al de la cria. Posteriormente, estos investigadores han manifestado que la
lesion quimica del mPOA con N-metil-DI-acido aspartico (NMA), un aminoacido
excitotéxico, suprime el inicio de la conducta materna en la rata (Numan et al. 1985).
Puesto que NMA destruye selectivamente los cuerpos neuronales dejando intactas
las fibras de paso (Olney 1979 y 1987). Estos resultados indican que ademas de las
conexiones eferentes también las neuronas del mPOA son importantes para que la

conducta materna se manifieste (Numan et al. 1988).

La importancia de mPOA en la regulacion de la conducta paterna ha sido
mostrada a través de estudios de lesion y utilizando marcadores de actividad neural;
cuando el macho del raton de California es sometido a lesiones en el mPOA, éstos
muestran una latencia significativamente mayor en la exhibicibn de la conducta
paterna e invierten menos tiempo en el olfateo y acicalamiento de las crias, con
respecto a los ratones controles. Sin embargo, estas lesiones no producen una
reduccion en el tiempo que los machos invierten en el abrigo de las crias. Estos

resultados sugieren que los mecanismos neurales que controlan la conducta paterna
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son similares a los de la conducta materna en esta especie (Gubernick y Alberts

1987).

Por otra parte, cuando a machos de la rata de laboratorio se les colocan
implantes de estrogeno y progesterona en mPOA se induce la exhibicion de cuidados
muestran paterno, aun cuando estos roedores no paternales de manera natural

(Rosenblatt y Ceus 1998).

1.3.3.2 Amigdala y Sentido del Olfato

El género Microtus esta integrado por ratones promiscuos y mondgamos que
difieren en la localizacién neuronal de los receptores a la arginina-vasopresina (AVP)
y a la oxitocina (OT); en las especies mondégamas estos receptores se distribuyen en
la amigdala, un 6rgano neural asociado con la conducta bipaterna. Mediante la
autorradiografia se ha examinado si la distribucién de los receptores a AVP y OT
estd asociada con la conducta paterna facultativa en los machos de Microtus
pennsylvanicus, con o sin experiencia sexual y paterna. Los ratones con experiencia
sexual y paterna en contraste con los inexpertos tienen menos receptores a AVP en
el LS y mas en el nucleo olfativo anterior (AON). Contrariamente la cantidad de
receptores a la OT es mayor en el AON, en el BST, en el LS y en la amigdala lateral.
Sin embargo, este patron de receptores a AVP gue se presenta en los ratones
machos con cuidados paternos naturales, cuando estan participando en el cuidado
de sus crias, también puede ser observado en los machos que no presentan
cuidados paternos de manera natural, cuando se les induce a exhibir conducta

paterna (Bamshad et al. 1994).
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1.4 Receptores ARy ER

1.4.1 Receptores Estrogénicos

Los ER pertenecen a la superfamilia de receptores nucleares (RN), los cuales
son factores de transcripcion que regulan la expresibn génica de manera
dependiente de su unién al ligando y en respuesta especifica a sefales fisioloégicas
y/o patoldgicas. Los ERa y ERB son codificados por diferentes genes localizados en
los cromosomas 60g25.1 y 14923-24.1, respectivamente, y su expresion varia
dependiendo del tipo de tejido. El ERa es expresado predominantemente en drganos
del sistema reproductor (Utero, mama y ovario), sin embargo, también existen
reportes de su expresion en higado y el sistema nervioso central; en tanto el ERB se
expresa mayoritariamente en otros tejidos como hueso, endotelio, pulmones, tracto

urogenital, ovario, sistema nervioso central y prostata (Raj et al. 2011).

1.4.1.1 Dominios

El ERa estd formado por 595 aminoacidos, compuesto por 6 dominios
designados de la A a la F. El dominio N-terminal (region A-B) tiene una funcién de
activacion transcripcional independiente del ligando (TAF-1) participa tanto en
interacciones intra e inter moleculares, asi como en la transcripcién de genes. Los
dominios de unién al DNA (DBD o region C) contienen dos dedos de zinc que son
altamente conservados en todos los receptores a hormonas esteroideas. EI dominio
bisagra (region D) tiene un papel importante en la dimerizacion de estos receptores y

en la union de proteinas de choque térmico. Por su parte, el dominio de union a
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hormonas (HBD, regiones E/F y C-terminal), tiene la funcion de activacion
transcripcional dependiente de hormonas (Raj et al. 2011). El dominio F es una
region variable que incluye la secuencia para la hélice 12 de la molécula, la cual es
probablemente importante para la diferencia en la respuesta de los ERs al E2 y a los
moduladores selectivos para los receptores a estrégenos. Los ER contienen dos
regiones llamadas funciones de activacion (AFsS) que son importantes para la
actividad transcripcional dependiente del ligado. Las regiones AF-1 y AF-2,
interaccionan con coactivadores transcripcionales. ElI AF-1, podria ser activado de
forma independiente del ligando, dependiendo del estado de fosforilacion del ER. Los
residuos serll18 en la region AF-1 del ERa, asi como de los residuos ser106 y ser124
en la region AF-1 del ERp, son sitios de fosforilacion esenciales para la activacion

independiente del ligando de los ER a través de la cascada de sefalizacion de la

180 263 302 Male risk-taking

proteina cinasa activada por mitégeno (Raj et al. 2011, Fig. 6).
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Fig. 6. Estructura y sitios de ubicacion de ERa y Erf (tomado de Raj et al. 2011 y

Ervin et al. 2015).

1.4.1.2 Mecanismo de accién de los ER

El mecanismo gendmico clasico de accion del ER ocurre normalmente en

horas, resultando en la activacion o represion de los genes blanco. En la via de
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sefalizacion clasica, la unién del ligando al ER provoca un cambio conformacional y
la disociacion de las proteinas de choque térmico, promoviéndose la
homodimerizacion y la union con una alta afinidad a los elementos de respuesta a
estrogenos, los cuales son secuencias palindrémicas en un promotor de un gen

(Gogos, et al. 2015).

Después de la union con el ligando los ER interactian con cofactores
(coactivadores o correpresores) para regular la expresion génica, y dependiendo de
los correguladores presentes en la célula, el complejo estrégeno-ER puede tener
diversos efectos. El reclutamiento de correguladores depende de la union del ligando
probablemente atribuible a las diferentes conformaciones con los diferentes ligandos

(Gogos, et al. 2015).

Los ER también pueden actuar de forma independiente (mecanismo no
gendmico) del ligando para alterar la transcripcién de genes, pueden ser fosforilados
directamente permitiendo la unién a ER o la unién al DNA indirectamente via factores
de transcripcion, y asi modular la transcripcién en ausencia de la unién al ligando.
Asi, se ha reportado que la activacion del factor de crecimiento epidérmico requiere
del ER y este factor puede estimular la proliferacion. Por otra parte, la fosforilacion en
sitios especificos de serina como serl04 y serl06 son importantes para la activacion
de la transcripcion independiente del ligando. También, se ha demostrado que la
activacion de la via de las cinasas dependiente de cAMP o MAPK son activadas por
la fosforilacion en el ERa, y se ha reportado que puede ser fosforilado en tirosina

(Gogos, et al. 2015).
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Las acciones del ER relacionados al metabolismo energético son los ER
extranucleares, que modulan directamente la expresion de genes o que actian
indirectamente con eventos nucleares. El E2 puede activar directamente vias de
sefalizacion rapidas produciéndose efectos en minutos o segundos via ER
asociados a membrana. Los ERa y ERB estan localizados en caveolas donde se
asocian con otras moléculas, como proteinas G, receptores a factores de
crecimiento, tirosina cinasas y receptores acoplados a proteinas G, facilitando la
interaccién y la rapida sefalizacion. Los estrédgenos que se unen a receptores
acoplados a proteinas G pueden activar una via de sefializacion rapida por cinasas

como, PI3K, MAPK y la movilizacién de calcio intracelular (Gogos, et al. 2015, Fig. 7).

©
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Fig. 7. Mecanismos de accion de los ER’s (tomado de Gogos, et al. 2015).

1.4.2 Receptor andrégeno (AR)

El AR, también conocido como NR3C4, es un tipo de receptor nuclear que se
activa mediante la union de la T o DHT en el citoplasma y la translocaciéon en el
nacleo. La funcién principal del AR es la union al ADN factor de transcripcién que

regula la expresion génica, sin embargo, el AR tiene otras funciones también. Los
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genes regulados por el AR son criticos para el desarrollo y mantenimiento del

fenotipo sexual masculino (Eileen et al., 2014).

1.4.2.1 Dominios

Al igual que otros receptores nucleares, el AR es de estructura modular y se
compone de los siguientes dominios funcionales etiquetados de A a la F: A/B- N-
terminal de dominio regulador tiene la funcion de interactuar con la region LBD, de la
cabeza a la cola hay una interaccién intramolecular, C es el dominio de unién al
ADN, D es la region Hinge (region flexible que conecta el DBD con el LBD), junto con
DBD, contiene una sefal de localizacion nuclear dependiente del ligando, LBD es el
dominio de unién al ligando y realiza la funcion de activacion, responsable de la
actividad inducida por un agonista y por ultimo F es el dominio C-terminal (Eileen et

al., 2014, Fig. 8).

X chromosome [ O [ I_\\- ]

Intron size (kb) >2 >15 56 4.8 0.8 ~07-.

AR gene 5’—| 1 n n n B n nn ¥

N\ rans AF1(142- 485) wHmA ".
‘) — )3437)‘555 633665 9)8

AR protein N u NTD I I DBD | LBD I— C terminus

* < Hinge - Helix 12
Tau-1 Taus NLS NES

(110-370) (360-485)

Fig. 8. Estructura de AR (tomado de Eileen et al., 2014)
1.4.2.2 Mecanismo de accion de los AR
El principal mecanismo de accion de los AR es la regulacion directa de la

transcripcion de genes (genomica). La unién de un andrégeno a en un cambio
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conformacional en el receptor que, a su vez, provoca la disociacion de las proteinas
de choque térmico, el transporte desde el citosol al nucleo celular, y su dimerizacion.
El dimero de AR se une a una secuencia especifica de ADN conocido como un
elemento de respuesta hormonal. Los AR interactian con otras proteinas en el
ndcleo, lo que resulta en una regulacion con un aumento o disminucién de la
transcripcion de genes especificos. La regulacion o activacion de la transcripcion de
la sintesis del ARN mensajero, se traduce por los ribosomas para producir proteinas

especificas (Durdiakova et al. 2011).

Una funcion de AR que es independiente de la unién directa a su secuencia de
ADN diana, se ve facilitada por el reclutamiento a través de otras proteinas de union
al ADN. Un ejemplo, es el factor de respuesta sérica, una proteina que activa varios

genes que causan el crecimiento muscular.

Mas recientemente, los AR se han demostrado tener un segundo modo de
accion (no genémico), como también se ha encontrado para otros receptores de
hormonas esteroideas tales como, los ER. Los AR pueden tener acciones que son
independientes de sus interacciones con el ADN al interactuar con ciertas proteinas
de transduccion de sefiales en el citoplasma. La union de los androgenos a AR
citoplasmatico puede causar cambios rapidos en la funcion de células
independientes de la transcripcidn de genes, tales como cambios en el transporte de

iones (Durdiakova et al. 2011, Fig. 9).
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Fig. 9. Mecanismos de accion de AR (tomado de Durdiakova et al. 2011)

1.5 Sensibilizacién y genes Fos

Aunque los estudios de los mecanismos neuroendocrinos que regulan la
conducta materna han determinado que el estado fisioldgico asociado a la gestacion
y el parto, es una condicién indispensable para el inicio de la conducta materna.
Tanto en hembras, como en machos virgenes, se puede inducir conducta parental
(con excepcién de la lactancia), al ser alojados durante varios dias con crias de
temprana edad. A este procedimiento de induccion de conducta parental, basado en
una cohabitacibn forzada con las crias se le denomindé, en un principio,
"concavitation" (Wiesner y Sheard 1933). Posteriormente, Leblond y Nelson (1937) y
Leblond (1940) confirmaron la validez de este modelo experimental al que
denominaron "sensibilizacion". Los ratones de laboratorio virgenes, comunmente
evitan o atacan a las crias desconocidas, pero después de un periodo de
cohabitacion con éstas, pueden ser sensibilizados y participar en el cuidado de las
crias. Los mecanismos que subyacen a la sensibilizacién aln se estan investigando,

pero la exhibicién de cuidados parentales por sensibilizacién ocasiona el encendido
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de los genes fos, en las areas neurales que regulan la conducta parental (Kumi et al.

2007).

La proteina Fos, es uno de los factores de transcripcibn que se expresan
rapidamente en respuesta a la estimulacion neuronal. Aunque la funcién precisa de
esta proteina aun no se encuentra totalmente establecida, se ha demostrado que
puede servir como un marcador para la activacion de un estimulo especifico en
diversas areas del cerebro y por lo tanto puede ser util para el mapeo de las vias

neurales funcionales (Hunt et al. 1987; Sagar et al. 1988).

Varios estudios han reportado que c-Fos es un marcador importante de la
actividad neural, asociada a la exhibicion de conducta materna. Similarmente, la
expresion de FosB, también esta relacionada con el despliegue de esta conducta. El
protooncogen FosB es un homodlogo de c-Fos, el cual tiene un patrén de expresion
similar, en las neuronas del mPOA, al de c-Fos, durante el periodo de crianza (Brown
et al. 1996; Kalinichev et al. 2000). Se ha sugerido que los genes c-Fos y FosB se
activan en las neuronas del mPOA, y sus proteinas actian como factores de
transcripcion, regulando la expresion de otros genes necesarios para la exhibicién de
la conducta paterna. Aunque aun no se conoce bien la via de transduccién, se sabe
gue estos genes se activan en el mPOA, MeA y OB por estimulos sensoriales
provenientes de las crias. En ratones de laboratorio la ausencia del gen FosB
produce una deficiencia tanto en la conducta paterna, como la materna (Brown et

al.1996).
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2. Antecedentes

El gerbo de Mongolia es originario del Medio Oriente y regiones aridas de Asia
Central, también se les puede ubicar en Africa y Europa Oriental. Este roedor llega a
medir de 18 a 24 cm, se desplaza por medio de sus extremidades posteriores dando
saltos erguidos y tiene una vida promedio de 3 afios. Es un roedor monégamo con
cuidados biparentales. Los gerbos alcanzan la madurez sexual alrededor de los tres
meses de edad, a partir de entonces la hembra presentara celo cada 4 6 6 dias
(Elwood 1983). La gestacion dura de 21 a 25 dias en condiciones normales, pero si
la hembra estd prefiada y cuida a otra camada, el parto se retrasara hasta que la
primera camada sea independiente. EI nimero promedio de crias por camada es de
4 6 5, pero pueden nacer hasta diez. La hembra entra en estro inmediatamente
después del parto. Las crias no tienen pelo al nacer, son sordas y ciegas y no miden
mas de 3 cm y pesan alrededor de 2,5 g. A partir de los 10 dias de vida las crias
comienzan a salir del nido, a las 3 semanas ingieren alimentos solidos y a las 4

semanas son independientes (Elwood 1983).

En el gerbo de Mongolia machos y hembras virgenes suelen ser infanticidas
en la edad adulta; los machos son menos infanticidas 2 semanas antes del parto,
pero este cambio requiere de la exposicidon directa a la hembra. En condiciones en
las que el macho tiene la libertad de abandonar el nido, cuando nace su primera
camada se aleja de la hembra y las crias, pero retornan a los tres dias y les

proporcionan cuidados a sus hijos. Se ha demostrado que esta ausencia no se debe
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al comportamiento de la hembra, sino a una evitacion activa de las crias (Clark y

Galef 1999).

En la mayoria de los machos de las especies biparentales los machos tienen
que convertirse en paternales antes del nacimiento de las crias para evitar dafar a
su descendencia. Se ha propuesto que factores sociales, como la cépula, la
cohabitacion con la hembra prefiada y la presencia de las crias inhiben el infanticidio
y facilitan la exhibicibn de la conducta paterna (Brown 1993). En el gerbo de
Mongolia, la cépula y la cohabitacion con la hembra prefiada son factores que
promueven el despliegue de cuidados paternos (Elwood 1980). Estos factores, asi
como la presencia de las crias pueden ocasionar cambios neuroendocrinos que
activan la conducta paterna. Entre esos cambios, posiblemente se encuentren
incrementos en la concentracion de hormonas, por ejemplo, la prolactina y la T, asi
como cambios en la presencia de los receptores de esas hormonas, en las areas

neurales que regulan la conducta paterna.

El gerbo de Mongolia fue uno de los primeros roedores, en el cual se
correlacionaron las concentraciones periféricas de T y la presencia de cuidados
paternos. En este roedor fue sefialado que las concentraciones plasmaticas de esta
hormona se mantenian elevadas en los machos que cohabitan con la hembra desde
el apareamiento hasta el dia 20 de la gestacion, pero que descendian
significativamente 3 dias después del nacimiento de sus crias, permaneciendo bajos

durante el resto del periodo de lactancia (Brown et al. 1995).
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En el raton de California, la castracion reduce significativamente la exhibicion
de la conducta paterna, mientras que los machos castrados que son implantados con
T despliegan altos niveles de cuidados paternos (Trainor y Marler 2001). En este
roedor, los machos castrados con experiencia sexual, tratados con T o E2 exhiben un
alto nivel de cuidados paternos, en comparacion con aquellos machos tratados con
DHT o con implantes vacios. Ademas, la inhibicion de la aromatasa, enzima que
convierte la T en Ez, bloquea el efecto positivo de la T en la conducta paterna
(Trainor y Marler 2002). En el ratén de California la actividad de la aromatasa se

incrementa en

3. Justificacion

El primer estudio de manipulacion hormonal enfocado a establecer el papel
que desempefia la T en la regulacién de la conducta paterna del gerbo de Mongolia
fue realizado por Clark y Galef (1999). En este estudio se analiz6 el efecto de la
castracion y la administracion de T en la regulacion de la conducta paterna de este
roedor, sefialandose que la castracion aumentaba los cuidados paternos, mientras
qgue la administracién de T los disminuye. Los resultados de este estudio indicaron
qgue en el gerbo de Mongolia, la T tenia una funcion inhibitoria de la conducta
paterna. Sin embargo, en nuestro laboratorio, utilizando el modelo de castracion y
remplazo hormonal en machos virgenes, modelo que también usé Rosenblatt et al.
(1988) para establecer las bases hormonales de la conducta materna, se ha
demostrado de manera contundente que la administracion de T, E2 o DHT a machos

virgenes castrados del gerbo de Mongolia, inhibe la conducta infanticida y promueve
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la exhibicion de cuidados paternos; el 100% de los machos virgenes castrados que
recibieron implantes de T, E2 y DHT desplegaron conducta paterna, a pesar de que
antes de este tratamiento, todos exhibieron conducta infanticida. Cabe sefalar, que
los machos virgenes castrados y aquellos en los que se simuld el procedimiento
(castracion simulada, con implantes vacios) no cambiaron su conducta después de
este tratamiento, es decir, antes y después de este tratamiento continuaron
mostrando conducta infanticida. La conducta paterna inducida por T y E2 que
exhibieron los machos virgenes del gerbo de Mongolia estuvo integrada por el
abrigo, acicalamiento y olfateo. La DHT indujo conducta paterna parcial debido a que
los gerbos virgenes tratados con esta hormona sélo desplegaron acicalamiento y

olfateo (Martinez et al.2015).

El hecho de que machos virgenes agresivos con las crias transiten a
paternales después de la administracién de T, E2 o DHT, sugiere fuertemente que en
el gerbo de Mongolia, la conducta paterna puede estar regulada, a nivel neural, a
través de la via estrogénica y androgénica, lo cual implica a los receptores ERa y AR.
Entre los receptores de E:2 fue elegido ERa, debido a la funcién tan relevante que
tiene en la regulacion neuroendocrina de la conducta materna (Lonstein et al. 2015).
En este contexto el presente estudio tiene como finalidad contribuir al conocimiento
de los factores sociales que facilitan la transicion de machos agresivos con las crias
a paternales, asi como determinar si a esta transicion estan asociados cambios en la

concentracion de T y la presencia de ERa y AR en OB, mPOA y MeA .
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4. Preguntas de investigacion

¢, Qué estimulo social y hormonal en el gerbo de Mongolia facilitara la

transicion de macho agresivo a paternal, durante su ciclo reproductivo?

¢Habra una asociacion entre la exhibicion de la conducta paterna, la

concentracion de T y la presencia del ERa y AR, en OB, mPOA y MeA?

5. Hipotesis

Si los factores sociales a los que esta expuesto el gerbo de Mongolia durante
su ciclo reproductivo, causan un incremento en la concentracion periférica de
testosterona, entonces este incremento de T facilitar4 la transicion de machos

agresivos a paternales.

Si en el gerbo de Mongolia la conducta paterna es regulada a través de las
vias estrogénica y androgénica, entonces se espera que haya una asociacion entre
la exhibicion de la conducta paterna y la presencia de ERa y AR en el OB, mPOA y

MeA.

6. Objetivos Generales

Determinar que factores sociales facilitan la transicion de machos agresivos a
paternales en el gerbo de Mongolia (Meriones unguiculatus), y si esta transicién se

asocia a un incremento en la concentracion periférica de testosterona.
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Determinar si en la regulacion de la conducta paterna del gerbo de Mongolia
participan las vias estrogénica y androgénica, a través de la asociacion entre la

exhibicidon de esta conducta y la presencia de ERa y AR en OB, mPOA y MeA.

7. Objetivos particulares

Determinar que factores sociales facilitan la transicion de machos agresivos a

paternales.

Asociar la presencia de cuidados paternos con las concentraciones periféricas

de testosterona.

Determinar cambios en la presencia de ERa y AR en OB, mPOA yMeA en la

transicion de machos agresivos a paternales.

8. Metodologia

8.1 Animales

En este estudio se utilizaron 36 gerbos machos y 20 hembras, sin experiencia
sexual, con una edad de 120-200 dias, procedentes de una colonia establecida en el
Laboratorio de Biologia de la Reproduccion, FES lztacala, UNAM. Estos animales se
mantuvieron bajo un fotoperiodo invertido de 12:12 h luz-oscuridad, a una
temperatura y humedad ambiental. Se les proporcioné como alimento pellets para
roedores (Lab Chow 5001, Nutrimentos Purina, México) y agua potable ad libitum.
Los animales fueron trabajados apegandonos a la norma mexicana de uso y cuidado

de animales de laboratorio (Norma Oficial Mexicana Nom-062-Z00-1999). Los gerbos
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machos que se utilizaron en este estudio fueron seleccionados por su agresion hacia
las crias. Los machos sin experiencia sexual del gerbo de Mongolia, como los del
ratdn de California, pueden ser agresivos, indiferentes o paternales hacia crias de la
especie (De Yong et al., 2012). Criterio de clasificacién; machos agresivos: olfatean y

atacan a las crias, machos paternales: olfatean, acicalan y abrigan a las crias.

Durante las pruebas de seleccion de conducta paterna cada macho fue
colocado en una jaula de policarbonato (32 x 23 x15 cm), con rejilla de acero y con
aserrin limpio, después de 10 minutos de adecuacion, fueron introducidas 3 crias de
la misma especie (de 3 a 5 dias de nacidas). Los gerbos que presentaron conducta
paterna no fueron incluidos en el estudio. A través de este método fueron
seleccionados 26 gerbos agresivos hacia las crias, de los cuales 20 fueron
apareados con hembras virgenes, para registrar la transicién de machos agresivos a
paternales durante un ciclo reproductivo (desde el apareamiento hasta el dia 6 del
postparto). Los 6 machos restantes fueron mantenidos en pares, dos machos por

jaula, simulando el tiempo del ciclo reproductivo (Grupo control).

Para registrar cambios en la conducta de los machos hacia las crias (de
agresivos a paternales) durante el ciclo reproductivo, 28 gerbos fueron distribuidos
en 4 grupos, de 7 animales cada uno. Los machos de cada grupo fueron sometidos a

pruebas de conducta paterna en los siguientes tiempos:
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Grupo 1. Después de la copula, la cual fue determinada conductualmente a
través de las videograbaciones (Fig. 10) y corroborada por la presencia de

espermatozoides en el frotis vaginal.

Grupo 2. Antes del nacimiento (cohabitacion con la hembra prefiada), entre 8 y
10 dias de la prefiez de su pareja, el dia en que el macho y la hembra se aparen, se

tomara como el dia 1 de la prefiez.

Grupo 3. En el dia del nacimiento de las crias (de 6 a 12 h postparto).

Grupo 4. En el dia 6 del postparto, cuando los machos de este roedor

proporcionan mas cuidados paternos (Brown et al. 1995).

En el momento en el que se cumplié la condicion requerida, cada gerbo fue
sometido a pruebas de conducta paterna. Después de las pruebas de conducta
paterna se extrajo una muestra sanguinea y fue sacrificado para la obtencién del

cerebro.

Los machos del grupo control se sometieron a pruebas de conducta paterna,

después de 34 dias, periodo equivalente entre la cépula y 6 dias del post- parto.
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Fig. 10: videograbadora circuito cerrado.

8.2 Pruebas de conducta paterna

Cada macho fue colocado en una jaula de policarbonato de acuerdo con el
procedimiento descrito arriba. Cuando los machos transitaron de agresivos a
paternales, se observd durante 30 minutos, si se mantenian siendo agresivos se
daba por terminada la prueba en el momento de la agresién. Se registraron las
latencias de olfateo, acicalamiento y abrigo, asi como el tiempo invertido en
acicalamiento y abrigo. Las conductas fueron videograbadas con camaras bullet

infrarroja de alta definicién, en el periodo de luz-oscuridad (12:00-12:00 horas).

8.3 Extraccién de muestras sanguineas

Al término de las pruebas de conducta paterna a cada uno de los machos, se
les extrajeron muestras sanguineas por via retro-orbital, antes de este procedimiento
los machos fueron anestesiados profundamente con pentobarbital (80 mg/kg). La

sangre obtenida se centrifugo a 10000 rpm, durante 5 minutos y el plasma colectado
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se almaceno a -40°C, hasta la cuantificacion de T por la técnica de RIA. El RIA fue
realizado por duplicado con un kit Siemens para T (Siemens 06615588 Testosterone
Coat-A- Count® Kit), con una sensibilidad de 4 pg/ml. La radioactividad fue medida

con un contador gamma modelo 1282 Compugamma (LKB-Wallac, Turku, Finland).

8.4 Inmunohistoquimica por flotacion

Enseguida de la extraccidén de sangre los animales fueron perfundidos con una
solucion de paraformaldehido al 4%. Los cerebros fueron disectados de la cavidad
craneal, y posfijados en el mismo tipo de solucién fijadora durante 24 horas. Al
término de este periodo los cerebros fueron crioprotegidos en soluciones graduales
de sacarosa al 10%, 20% y 30% en PBS, 24 horas en cada una. Posteriormente,
fueron incluidos en tissu-tek (SAKURA Finetek USA) y fueron almacenados a -70°C
hasta que fueron utilizados. Posteriormente, se realizaron cortes seriados de 40 ym
de grosor, en el plano coronal, utilizando un criostato (CM1850, Leica Microsystems,
Nussloch GmbH, Alemania). Se tomaron secciones de tejido alternadas, que se
colectaron de manera separada en PBS. El OB, mPOA y MeA se localizaron
tomando como base el atlas estereotaxico del gerbo de Mongolia (Radtke et al.
2016). Cada serie de cortes histologicos fue procesada para la inmunodeteccion de

ERa, AR o tincidon de Nissl.

La localizacion de OB, mPOA y MeA se realiz6 basandose en el atlas del

gerbo de Mongolia (Radtke et al., 2016).
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En la Figura 11 se muestra el area definida para la ubicaciéon del OB. Este
corte corresponde a las coordenadas de Bregma 2, 55 del estereotaxico del gerbo de

Mongolia (Radtke et al. 2016).

TO

oB

OB
Bregma 2, 55

Fig. 11. Limite del area seleccionada para realizar las mediciones del bulbo
olfatorio (OB). (A) seccion de OB tefiida con violeta de cresilo y tracto olfatorio (TO)
(tincion de NISSL). (B) Diagrama del gerbo de Mongolia (Radtke et al., 2016) donde

se muestra definida en color rojoel area que compone el OB.

En la Figura 12 se muestra el area definida para la ubicacion del area
predptica medial (MPOA). Este corte corresponde a las coordenadas -0, 25 del

estereotaxico del gerbo de Mongolia (Radtke et al. 2016).

B

B

mPOA
Bregma -0,25

A -
i ';,ﬁ:in{A“

Fig. 12. Limite del area seleccionada para realizar las mediciones del area

predptica medial (MPOA). (A) seccion del mPOA vy tercer ventriculo (3V) tefiida con
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violeta de cresilo. (B) diagrama del gerbo de Mongolia (Radtke et al., 2016), donde se
muestra definida en color rojo el area que compone el mPOA, pagina 45,

coordenadas Bregma -0, 25.

En la Figura 13 se muestra el area definida para la ubicacion de la amigdala
medial (MeA). Este corte corresponde a las coordenadas Bregma -1, 30 del

estereotéxico del gerbo de Mongolia (Radtke et al., 2016).

B
AL
: . N
o MeA .‘ MeA
e : Bregma -1, 30

Fig. 13. Limite del area seleccionada para realizar las mediciones de amigdala
medial (MeA). (A) seccion del MeA vy tracto 6ptico (To) tefiida con violeta de cresilo
(tincion de NISSL). (B) Diagrama del gerbo de Mongolia (Radtke et al., 2016) donde

se muestra definida en color rojo el area que compone la MeA.

Las secciones histoldgicas alternadas en libre flotacion de cada animal fueron
tratadas con una solucion de perdxido de hidrogeno al 0.3% (Merck, Alemania) por
10 minutos, para inhibir la actividad de la peroxidasa endégena. Enseguida, fueron
permeadas con una solucion de PBS/Twin 20 al 0.1%, por 10 minutos a temperatura
ambiente. Después fueron enjuagadas con PBS, durante 10 minutos. Los sitios de
union inespecificos fueron bloqueados con albumina de suero bovino al 5% (BSA;

Amersham Biosciences, Buckinghamshire, Reino Unido) y PBS/Twin 20 al 1% por 2
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h a temperatura ambiente. Las secciones de tejido fueron incubadas con anticuerpos
policlonales de conejo para la inmunodeteccion de ERa (rabbit polyclonal IgG, MC-
20, sc-542, Santa Cruz Biotechnology, USA) o AR (rabbit polyclonal 1gG, N-20, sc-
816, Santa Cruz Biotechnology, CA, USA) a una dilucion de 1:500 en BSA PBS/Twin

20 al 1% por 72 h a 4°C.

Después de este periodo se realizaron 3 lavados con PBS/Twin 20 al 0.1% por
5 minutos cada uno. Enseguida se agregd el anticuerpo secundario anticonejo
biotinilado (Vector BA-1000) 5ul en 1ml de PBS/Twin 20 al 1%, dos horas después,
se incubaron con un conjugado de avidina- HRP y biotina (AB) durante 1h. Se
hicieron 3 lavados con PBS/Twin 20 al 0.1% de 5 minutos cada uno. Se revel6 con
diaminobencidina (DAB, vector), el tiempo de revelado fue de 5 minutos. Al finalizar
se detuvo la reaccion con agua destilada (cuando los cortes tomaron un color paja).
Los cortes fueron montados en portaobjetos cubiertos con gelatina, se secaron a
temperatura ambiente y finalmente se colocaron en xilol durante 5 minutos. Se

montaron con Entellan (OB467707, MERCK, Alemania).

La cuantificacion de células inmunoreactivas fue realizada en forma manual a
10x y la densidad optica de ERa y AR fue determinada mediante un analizador de
imagenes Metamorph (versién 4.5; Molecular Devices, Downingtown, PA, USA),
acoplado a un microscopio Leica y una camara Leica DFC300 FX. Para ello, se
localiz6 el area de estudio y se sobrepuso un rectangulo con las siguientes
dimensiones: OB (295 x 192 ym), mPOA (551 x 508 ym) y MeA (362 x 333 um) los

datos se expresaron como el nimero de células inmunorreactivas /10.000 ym?.
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8.4.1 Técnica de NISSL

Con la finalidad de obtener el porcentaje del numero de células
inmunoreactivas una serie de cortes fue montada en portaobjetos. Posteriormente,
se tifleron con violeta de cresilo (Sigma, St. Louis, MO, Estados Unidos) durante 20
minutos. Finalmente, se enjuagaron con agua destilada y se dejaron secar al aire.
Una vez secas, las secciones histologicas se aclararon con xilol y se montaron con
Entellan, colocando un cubreobjetos. Se realizé una cuantificacion de neuronas

tefiidas de la misma forma que las células inmunoreactivas.

8.5 Analisis estadisticos

Los parametros conductuales: latencia de abrigo, acicalamiento y olfateo, asi
como el tiempo invertido en el acicalamiento y el abrigo que fueron obtenidos de los
machos en las diferentes condiciones reproductivas fueron contrastados a través de
la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis. Las comparaciones multiples se

realizaron mediante la correccién de Bonferroni.

Los datos obtenidos de la cuantificacion de células inmunoreactivas al ERa y
AR y densidad 6ptica de los machos que exhibieron conducta paterna después de la
cOpula, nacimiento de las crias y 6 dias después del nacimiento y los no paternales,
virgenes y 10 dias antes del nacimiento de las crias, fueron analizados aplicando un
analisis de varianza de un solo factor. La normalidad de estos datos fue corroborada
aplicando la prueba de Shapiro- Wilk. El analisis post hoc fue realizado a través de la

prueba de Tukey. El valor de p utilizado para determinar la significancia fue de 0.05.
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En el caso de los resultados conductuales y de concentraciones de T los datos

fueron representados en medianas, Los resultados de la inmunohistoquimica fueron

representados en medias + error estandar

9. Resultados

La seleccion de los animales utilizados en este estudio se realiz6 mediante

pruebas de conducta paterna. Solo se incluyeron los gerbos que fueron agresivos

hacia las crias, que al inicio de esta investigacion fueron colocados en parejas, ya

sea con una hembra o con otro macho. En la Tabla 1 se muestran los datos

registrados durante las pruebas de seleccion de conducta paterna.

Tabla 1: Datos registrados durante las pruebas de seleccion de conducta

paterna en el gerbo de Mongolia.

Gerbo de Mongolia Latencia de ataque (seg)
No. de animal
1 5
2 10
3 Paternal (acicald)
4 30
5 Paternal (acicald)
6 2
7 2
8 3
9 Paternal (acicald)
10 10
11 2
12 5
13 7
14 3
15 7
16 10
17 12
18 4
19 2
20 5
21 6
22 3
23 3
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9.1 Resultados de las pruebas de conducta paterna

En la Tabla 2 se muestra que el 100% de los machos sin experiencia sexual,
gue fueron agresivos hacia las crias durante las pruebas de seleccion, transitaron a
paternales después de la coOpula, a diferencia de los machos virgenes, que
continuaron siendo agresivos. Cuando las pruebas de conducta paterna se realizaron
durante la prefiez (7 a 8 dias antes del parto), todos los machos volvieron a mostrar
agresion. En el dia del nacimiento, nuevamente el 100% de los machos fueron
paternales. Asi mismo, en el dia 6 del nacimiento todos los gerbos proporcionaron
cuidados a las crias. La conducta paterna observada en estas pruebas estuvo
integrada por el abrigo, acicalamiento y el olfateo. Cabe indicar, que la cépula fue un
fuerte inductor de la conducta paterna, debido a que el 100% de los machos
exhibieron abrigo, acicalamiento y olfateo, lo cual no fue observado en el dia del

nacimiento y en el dia 6 postparto.
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Tabla 2. Cambios en la conducta de machos del gerbo de Mongolia hacia crias en

diferentes condiciones reproductivas.

Primera Grupo Segunda prueba de conducta paterna
prueba de
conducta
paterna
Agresivos Agresivos Abrigo Acicalamiento Olfateo
100% Machos virgenes 100% 0% 0% 0%
(n=5) (n=5) (n=5)
100% Machos en el dia de la 0% 100% 100% 100%
(n=5) copula (n=5) (n=5) (n=5)
(n=5)
100% Machos 10 dias Antes 100% 0% 0% 0%
(n=5) del nacimiento (n=5)
(n=5)
100% Machos dia del 0% 80% 40% 100%
(n=5) nacimiento de las crias (n=4) (n=2) (n=5)
(n=5)
100% Machos 6 dias después 0% 80% 60% 100%
(n=5) del nacimiento de las (n=4) (n=3) (n=5)
crias
(n=5)

El contraste entre las latencias de inicio de la conducta paterna (H = 18.8, gl =
4, p < 0.05, Fig. 14) que exhibieron los machos en las pruebas de conducta paterna
mostré diferencias significativas (p<0.05) entre los grupos. Los machos virgenes y en
cohabitacion con la hembra prefiada no exhibieron ninguna actividad de la conducta
paterna, por lo cual la correccion de Bonferroni mostré diferencias significativas
(p<0.05) entre estos grupos y los que si exhibieron conducta paterna. No obstante,

no se encontraron diferencias significativas (p<0.05) entre los machos que
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desplegaron conducta paterna después de la cépula, nacimiento de las crias y en el

dia 6 del postparto para ninguna de estas actividades.

307
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copula nacimiento nacimiento postparto

Fig. 14. Latencia de conducta paterna en los machos del gerbo de Mongolia en
diferentes condiciones del ciclo reproductivo. Las diferentes letras indican que hay
diferencia significativa (p<0.05) entre esos grupos Y las letras iguales indican que no
hay diferencia significativa entre esos grupos (p>0.05). Los datos se representan en

medianas (N=7).

El tiempo que los machos invirtieron en el abrigo (H = 14.15, gl = 4, p < 0.05,
Fig. 15) y acicalamiento (H = 13.23, gl = 4, p < 0.05, Fig. 16) difiri6 significativamente,
debido a que los machos virgenes y los que cohabitaron con la hembra prefiada no
desplegaron esta conducta. Sin embargo, la correccion de Bonferroni mostré que el
tiempo invertido en el abrigo y el acicalamiento después de la cépula, dia del
nacimiento y 6 dias después del nacimiento de las crias, no difirio significativamente

(p > 0.05).
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Fig. 15. Tiempo invertido en el abrigo del macho del gerbo de Mongolia en diferentes
condiciones reproductivas. Las diferentes letras indican que hay diferencia
significativa (p<0.05) entre esos grupos Yy las letras iguales indican que no hay
diferencia significativa entre esos grupos (p>0.05). Los datos se representan en

medianas (N=7).
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Tiempo de Acicalamiento (s)

Fig. 16. Tiempo invertido en el acicalamiento del macho del gerbo de Mongolia en
diferentes condiciones reproductivas Las diferentes letras indican que hay diferencia
significativa (p<0.05) entre esos grupos Yy las letras iguales indican que no hay
diferencia significativa entre esos grupos (p>0.05). Los datos se representan en

medianas (N=7).
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9.2 Resultados de concentracion de T

En el macho del gerbo de Mongolia las concentraciones de T variaron
significativamente a través de su ciclo reproductivo; en el dia de la copula, dia del
nacimiento y en el dia 6 del postparto las concentraciones periféricas de T se
incrementaron significativamente sin tener diferencia significativa entre estos grupos
(p>0.05). Sin embargo, comparadas con las registradas en machos virgenes y en
cohabitacion con la hembra prefiada si presentaron diferencias significativas (H =
21.93, gl = 4, p < 0.05, Fig. 17). Por lo tanto, las concentraciones mas altas de T

estan asociadas a la copula y a la presencia de cuidados paternos.
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Fig. 17. Concentracion periférica de la T en el macho del gerbo de Mongolia en
diferentes condiciones reproductivas. Las diferentes letras indican que hay diferencia
significativa (p<0.05) entre esos grupos Yy las letras iguales indican que no hay
diferencia significativa entre esos grupos (p>0.05). Los datos se representan como la

media £ E.S.M. (N=7).
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9.3 Resultados de Inmunohistoquimica

Para comprobar que los anticuerpos utilizados para la inmunohistoquimica de
ERa y AR, podian cruzarse con los antigenos del gerbo de Mongolia, se utilizé como
control positivo la prostata, teniendo en cuenta que en este 6rgano se puede

encontrar ERa y AR (Lopes et al. 2013).

La inmunoreactividad ERa en OB y mPOA fue significativamente diferente
entre los machos de las distintas condiciones reproductivas (F = 91.51, gl = 19, P <
0.05, Fig. 19). La prueba de Tukey mostré que los machos que exhibieron conducta
paterna (después de la coépula, del nacimiento de las crias y 6 dias después del
nacimiento de las crias) tuvieron significativamente mayor numero de células
inmunoreactivas ERa (P < 0.005), que los machos que no presentaron esta conducta
(virgenes y antes del nacimiento). ERa-ir no fue significativamente diferente entre los
grupos de machos que exhibieron conducta paterna, independientemente de las

condiciones de su ciclo reproductivo (P > 0.05).

Asi mismo, el analisis de varianza mostré diferencias significativas en el
numero de celulas ERa-ir en mPOA, entre los machos en distintas condiciones
reproductivas; (F = 81.66, gl = 19, P < 0.05, Fig. 19). La prueba de Tukey mostré que
los machos que fueron paternales (después de coOpula, nacimiento de las crias y 6
dias después) tuvieron mayor ERa-ir que los machos no paternales (virgenes y antes

del nacimiento) (P < 0.005).
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La inmunoreactividad en MeA fue significativamente diferente entre los
machos de las distintas condiciones reproductivas (F= 377.32, gl = 19, P < 0.05, Fig.
19). El andlisis multiple de medias indic6 que la inmunorreactividad al ERa en el
MeA, en los machos que fueron paternales después de la copula, el nacimiento de
las crias y a los 6 dias del postparto fue significativamente mas alto que en los
machos virgenes, y 10 dias antes del nacimiento (P < 0.05). No obstante, no se
encontraron diferencias en la ERa-ir en el dia de la cépula, comparada con el
nacimiento de las crias (P > 0.05) y el dia 6 del postparto. Sin embargo, la ERa-ir en
MeA en el nacimiento y el dia 6 del postparto fue significativamente diferente (P <

0.05).
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Fig. 19. Numero de células (A) y densidad éptica ERa-ir (B). Los machos paternales
tuvieron mayor ERa-ir en OB, mPOA y MeA que los no paternales del gerbo de
Mongolia. Las diferentes letras indican que hay diferencia significativa (p<0.05) entre
es0s grupos Y las letras iguales indican que no hay diferencia significativa entre esos

grupos (p>0.05). Los datos se representan como la media + E.S.M. (N=7).

55



El anadlisis de varianza mostré que la AR-ir en el OB, entre machos virgenes,
machos después de la copula, antes del nacimiento de las crias, asi como en el dia
del nacimiento de las crias y 6 dias después del nacimiento de éstas, difirieron
significativamente (F = 95.39, gl = 19, P < 0.05, Fig. 20). El analisis multiple de
medias indico que la AR-ir en el OB en los machos que exhibieron conducta paterna,
después de la copula y el nacimiento de las crias fue significativamente mas alto que
en los machos que no presentaron conducta paterna (virgenes y 10 dias antes del
nacimiento) (P < 0.05). No obstante, no se encontraron diferencias en la AR-ir entre

los machos que desplegaron conducta paterna (p>0.05).

Asi mismo, el andlisis de varianza mostré diferencias significativas en el
namero de celulas AR-ir en el mPOA, entre los machos en distintas condiciones
reproductivas; (F = 79.68 gl = 19, P < 0.05, Fig. 20). La prueba de Tukey mostr6é que
los machos que fueron paternales (después de cOpula, nacimiento de las crias y 6
dias después) tuvieron mayor AR-ir que los machos no paternales (virgenes y antes

del nacimiento).

La inmunoreactividad AR en MeA difirid significativamente entre todos los
grupos (F = 81.92, P < 0.05, gl = 19, Fig. 19). La prueba de Tukey mostré que en los
machos paternales (cépula, nacimiento de las crias y 6 dias después) tuvieron mayor
namero de células inmunoreactivas AR que los machos no paternales (virgenes y
antes del nacimiento) (P < 0.005). No obstante no se encontraron diferencias en AR-

ir en el dia de la cépula, comparada con el nacimiento de las crias (P > 0.05) y el dia
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6 del postparto. Sin embargo, la AR-ir en la MeA en el nacimiento y el dia 6 del

postparto fue significativamente diferente (P < 0.05).
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Fig. 19. Numero de células (A) y densidad optica ERa-ir (B). Los machos paternales
tuvieron mayor AR-ir en OB, mPOA y MeA que los no paternales del gerbo de

Mongolia. Las diferentes letras indican que hay diferencia significativa (p<0.05) entre
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eso0s grupos Y las letras iguales indican que no hay diferencia significativa entre esos

grupos (p>0.05). Los datos estan representados en medias y error estandar (N=7).

La Fig. 20 muestra la microfotografia de ERa y AR en OB, mPOA y MeA del

gerbo de Mongolia en machos paternales y no paternales en un aumento de 10x y

40xX.
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Fig. 20: Microfotografia representativas que muestran células ERa-ir y AR-ir en
machos paternos (columnas a y b) y no paternos (columnas c y d) en OB, mPOA y
MeA. Las imagenes se tomaron a 10x (columnas ay c) y 40x (columnas b y d). Barra

de escala =100 ym
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10. Discusion

En este estudio la latencia de inicio de la conducta paterna y el tiempo
invertido en el abrigo, acicalamiento y el olfateo proporcionado por los machos
paternales no difirieron significativamente, independientemente del factor social que
facilitd la exhibiciobn de esta conducta, lo cual sugiere que estos factores sociales
tienen un efecto similar en la induccion de la conducta paterna en el gerbo de

Mongolia.

Todos los machos del gerbo de Mongolia que mostraron agresividad hacia las
crias, al inicio del estudio mostraron conducta paterna después de la cépula,
mientras que los machos en cohabitacion con una hembra prefiada exhibieron
agresion hacia las crias. Esto indica que la copula es un factor social que
naturalmente desencadena el comportamiento paterno en este roedor. Resultados
similares fueron reportados en ratones CF-1, que en cohabitacion con una hembra
prefiada sin cépula previa, fallan en inhibir tanto el infanticidio, asi como en facilitar la
conducta paterna (Perrigo et al. 1991). Kennedy y Elwood (1988) informaron que la
copula per se reduce el infanticidio y aumenta el comportamiento paterno en los
ratones de laboratorio. Asimismo, los machos infanticidas de ratones (CF1) y de
ratas de laboratorio cambiaron a una conducta paterna, cuando se aparearon
durante tres horas con una hembra en estro de su especie (Vom Saal y Howard,
1982, Mennella y Moltz, 1988). En el ratbn doméstico, la cdpula inhibe el infanticidio y

promueve la exhibicién del cuidado paterno (Vom Saal y Howard, 1982).
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Sin embargo, la conducta paterna facilitada por la copula en el gerbo de
Mongolia fue temporal porque todos los machos que cohabitaron con las hembras
prefiadas hasta los 10 a 8 dias antes del nacimiento mostraron agresion hacia las
crias. Brown (1995) mostré que en este roedor, la cOpula y la cohabitacion con una
hembra prefiada son estimulos que facilitan el inicio de la conducta paterna. Aunque
a diferencia del estudio de Brown (1995), los machos en cohabitacion con la hembra
prefiada fueron paternales hacia las crias. En el raton de California, la mayoria de los
machos que habitan con la hembra prefiada no son paternales con crias
desconocidas, mientras que el 34,0% de ellos muestran conducta paterna 24 horas

después de la copula (Gubernick et al., 1994).

En este estudio en el dia del nacimiento, el 100% de los machos
proporcionaron cuidados paternos, en las pruebas de conducta paterna. La
presentacion de este comportamiento también se asocié con la copula en el
postparto (Marston y Chang, 1965, Gilbert, 1984). Sin embargo, los recién nacidos no
fueron atacados por sus padres porque ninguno tenia rastros de agresion. Ademas,
se observé que dos machos abrigaron a sus crias recién nacidas. Este resultado
sugiere que ademas de la cépula, otros estimulos de las hembras indujeron la
transicion de machos agresivos a paternales. Incrementos en la T parecen estar
involucrados en esta transicion, como veremos mas adelante. Es posible que dias u
horas antes del dia de nacimiento de las crias, las hembras liberen sefiales quimicas

que indican a los machos la proximidad del estro postparto, a su vez esto podria
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causar un aumento en T, y consecuentemente que los machos se vuelvan

paternales.

En el dia 6 posparto, el 100% de los machos continuaron siendo paternales, lo
que sugiere que la presencia de las crias mantiene el comportamiento paterno en el
gerbo de Mongolia. Esto es apoyado por el hecho de que los machos en
cohabitacion con la hembra prefiada mostraron agresion hacia las crias, aunque
copularon con su pareja para prefiarla. Entonces, la presencia de sus hijos podria ser
un estimulo critico en el mantenimiento del comportamiento paterno. En la rata de
laboratorio se conoce que el inicio de la conducta materna depende de los cambios
en las concentraciones de E2 y progesterona, que ocurren al final de la prefiez, pero
la presencia de las crias mantiene este comportamiento porque la ovariectomia no

afecta el comportamiento materno en el postparto (Numan et al. 2006).

La exhibicion del comportamiento paterno en el gerbo de Mongolia estuvo
asociada con concentraciones significativamente altas de T en el plasma, comparado
con los machos agresivos (virgenes) con las crias y los machos en cohabitacion con
la hembra prefiada. Este resultado indica que un aumento de T esta implicado en la
transicion natural de los machos agresivos con las crias a paternales. Martinez, et
al., (2015), mostraron que los machos virgenes del gerbo de Mongolia dejaron de ser
agresivos y se convirtieron en paternales, cuando las concentraciones de T
aumentaron después de recibir los implantes de esta hormona. En el raton de los
volcanes, un aumento en T también esta involucrado en el mecanismo que inhibe el

comportamiento infanticida y promueve el comportamiento paterno (Luis et al. 2012).
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Brown (1993) sefiald6 que la copula facilita la conducta paterna porque induce
cambios neuroendocrinos que alteran las respuestas a las crias. Estos resultados
sugieren que esos cambios neuroendocrinos son desencadenados por un aumento
de T. Sin embargo, aqui, ademas de la cOpula, la presencia de crias también fue un

estimulo que causé un aumento en las concentraciones de T.

Los machos del gerbo de Mongolia que exhibieron conducta paterna tuvieron
significativamente mayor nimero de ERa -ir y AR-ir y mayor densidad 6ptica en OB,
mPOA y MeA que los machos que mostraron agresion hacia las crias. Estos
resultados apoyan que ambos receptores estan involucrados en la regulacion
neuroendocrina de la conducta paterna de este roedor. La participacion de los ERa
en los mecanismos neuroendocrinos que regulan el comportamiento paterno, ya ha
sido reportada, en el topillo mandarin la experiencia paterna incrementa la cantidad
de células ERa-ir, en el nucleo arqueado del hipotalamo. Asi mismo, en este roedor,
los machos con alta respuesta paterna tuvieron mas ERa -ir en el mPOA, BST y MeA
qgue los machos con baja respuesta (Li et al. 2015). Los ratones knockout del gen
ERa muestran un alto porcentaje de comportamiento infanticida, comparado con
ratones silvestres, lo que denota la importancia de este receptor en la regulacion del
comportamiento paterno (Ogawa, et al., 1998). La presencia significativa de AR-ir en
las é&reas neurales que regulan la conducta paterna en los machos que
proporcionaron cuidado paterno a las crias ajenas de la misma especie, muestra que
la via androgénica es parte de los mecanismos de regulacion de la conducta paterna

en el gerbo de Mongolia. Sin embargo, el aumento en la T y la presencia de ERa y
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AR en estas regiones neurales también se asocia con la regulacion del
comportamiento copulatorio (Hull y Dominguez, 2015). No obstante, la presencia de
estos receptores en el dia 6 del posparto, cuando los machos ya no copulan, porque
las hembras quedan prefiadas durante el estro posparto (Marston y Chang, 1965;
Meckley y Ginther, 1973), sugiere su participacion en la regulacion del
comportamiento paterno. En el hamster enano Wynne-Edwards y Timonin (2007) no
encontraron diferencias en el numero de células inmunoreactivas de ERa en mPOA y
MeA, entre machos paternales y virgenes. Sin embargo, un estudio posterior
menciona que en este roedor, los machos paternales tienen significativamente mayor

presencia de ERa en mPOA que los no paternales (Romero-Morales et al. 2020).

Estos resultados muestran que la transicion del comportamiento agresivo al paterno
en el gerbo de Mongolia es facilitado por la cépula, probablemente a través de un
incremento en la concentracion de T en el plasma. Por otra parte, la presencia de
células ERa-ir y AR-ir en el OB, mPOA y MeA, areas que participan en la regulacion
neural del comportamiento paterno, sugiere que las vias estrogénicas y androgénicas
pueden participar en la regulacion de esta conducta. Esto es reforzado debido a que
los machos que estuvieron con hembras prefiadas entre 10 y 8 dias antes del
nacimiento, que fueron agresivos con las crias, tuvieron niveles bajos de T, asi como
de ERa y AR. Seria importante conocer el mecanismo a través del cual, durante la
prefiez, los gerbos de Mongolia machos conservan los niveles bajos de T, asi como
de ERa y RA para conservar la agresividad. La utilizacion de marcadores

moleculares ha permitido la identificacion de subnucleos neuronales en mPOA; en el
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raton de laboratorio un subnuicleo de neuronas que expresan galanina, este grupo de
neuronas es activado cuando los machos interaccionan paternalmente con las crias.
Ademas, la ablasion genética de este subnlcleo causas dramaticas alteraciones en
la respuesta paterna (Wu et al. 2014). Interesantemente, ha sido observado que del
70-90% de esas neuronas presentan una significativa presencia de ERa and AR

(Tsuneoka 2015; Horrell et al. 2018).

Estudios futuros que asocien la presencia de células ERa-ir y AR-ir en OB,
mPOA y MeA, con la conducta paterna, en machos sin experiencia sexual,
proporcionardn mas evidencia de la participacion de las vias estrogénicas y
androgénicas en la regulacion del comportamiento paterno en los gerbos de

Mongolia.

Estos resultados sugieren que el circuito neural de regulacion de la conducta
paterna se superpone con la regulacion del circuito neuronal del comportamiento
sexual, lo que esta de acuerdo con Newman (1999, 2002), que enfatizd la
superposicidn en circuitos neuronales que regulan una variedad de comportamientos
sociales en los mamiferos, tales como la conducta sexual masculina, la agresion

entre machos y la conducta paterna.

11. Conclusién

Estos resultados mostraron que el inicio de la conducta paterna en el gerbo de
Mongolia es facilitado por las interacciones sexuales que causan un aumento en la

concentracion de T, y que la presencia de las crias parece ser un estimulo critico en
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el mantenimiento de este comportamiento. Por otra parte, la presencia de ERa y AR
en las regiones que participan en la regulacion neural de la conducta paterna, apoya
qgue las vias estrogénica y androgénica estan involucrados en la regulacion de la

conducta paterna.

Estudios futuros mediante la disminucion de intervalos de muestro durante su
ciclo reproductivo podria ayudarnos a determinar el tiempo exacto en que el macho
hace la transicion de agresivo a paterno, al mismo tiempo se podria hacer la
cuantificacion de T en estos mismos intervalos para verificar si esta asociada a la
conducta paterna. Asi mismo, se podrian utilizar animales knockout del gen ERa y
AR para determinar de manera concluyente la participacion de la via estrogénica y
androgénica en la regulacién de la conducta paterna. Para determinar que OB,
mPOA y MeA estan implicadas en la regulacion neural de la conducta paterna se
podria hacer una doble inmunohistoquimica con proteinas FOS, marcadores de

actividad neural.

La Figura 21 es un modelo esquematico de la posible via de inicio de la
conducta paterna, asi mismo, se muestran los posibles proyectos que ayudarian a
verificar que tanto la T, E2 y DHT, sus receptores, asi como las areas que se
estudiaron en este trabajo estan involucradas en el inicio y mantenimiento de la

conducta paterna.
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Fig. 21: Modelo esquematico de los resultados. Las flechas azules muestran la
posible via que regula el inicio de la conducta paterna. Las flechas rojas muestran

posibles proyectos que ayudarian a verificar la via de inicio de la conducta paterna.
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13. Anexos

Solucioén para lavado vascular

50 ml de PB 0.2M + 950 ml H20 destilada + 0. NaHCO3 (carbonato de sodio)
+ 0.25g KCL + 8.5g NaCl ajustar pH a 7.4

Paraformaldehido al 4%

Calentar 500 ml de H20 destilada a 55-58 °C. En agitacién agregar 40 g de
paraformaldehido + unas 6 gotas (240 ul aprox.) de NaOH 0.1N esto con la finalidad
de facilitar la disolucion del paraformaldehido, hasta que sea transparente la
solucion. Enfriar a 15 °C agregar 500 ml de PB 0.2M. Ajustar pH a 7.4 con ac.
Clorhidrico 0.1N. Almacenar a 4 °C.

PBS

Preparar solucién PB 0.2 M
A) 5.5¢ fosfato de sodio monobasico 200 ml
B) 25.4 fosfato de sodio dibasico 900m|
190 ml de A + 810 ml de B= 1000 ml

Ajustar el pH a 7.4 con ac. Clorhidirico 0.1N. Esta solucién se puede

almacenar a temperatura ambiente.
Para preparar PBS 0.1 M

50 ml de PB 0.2 M + 50 ml de agua destilada= 100 ml + 0.85 g de NacCl.
Ajustar pH de 7.4. Almacenar a 4°C.
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Peroxido de Hidrogeno al 3%

Diluir 300 pl de perdxido de hidrogeno en 10 ml de agua destilada.

Twin 20 al 0.1%
Diluir 200 pl de Twin 20 en 200 ml de PBS.

BSA
10 ml de PBS- Twin 20 al 0.1% + 0.5g de BSA.

Medio de montaje

Mezclar 500 ml de agua destilada y 500 ml de etanol al 80% y calentar
a 55°C. Posteriormente agregar 1 gramo de gelatina y mezclar con agitacion

continua. Enfriar a 4°C.
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The present study evaluates the role of social factors in the tramsition from nfanticidal & paernal mals behador
and it amaciation with T concentration, presence of sstrogen receptar alpha (ERz) and androgen receptar (AR]
in the olfactary bulb (OB), medial preoptic area (mPOA) and medial amygdals (MeA]) of Mongolian gerhilk
{Meriones inguiculabish. This study induded thintysix sexually inexperiencsd males displaying aggressive be-
havior toward forsign pups. The sslectsd animak were mated and organiz=d into four groups. The patemnal
hehaviar tests wene performed an the day of copulstion (DCOPUL), during cohabitation with 3 pregnamt female
{CPREG), on the day of birth (DBERTH], and on day & postpartum (DPPG)L Eight sexually inexperienced males
{ CTL {male-male cohalbittion) were used a5 contral. After paiernal behavior tests, blood samples were obtained
to quantify T by mdioimmunoessay; the brxins wene removed and anal yosd for immunaress divity (ir) of ERz and
AR All malss of the DOOPUL, DERTH, and DPPG groups evhibited paternal behavior, wheress the malss of
CPRES and CTL groups wers aggressive with the pups. Patemal behavior was asociated with high T om-
cenitrations, and the presence of ERadir and ARqir in the OF, MeA, and mPOA These reults suggest that the
tramsition from aggresive o patemal repanee to pups is facilitiesd by copulation, and that in this tameition &
involved am increse in T @onenttion. Monsover, the presence of BRosir and AR-ir in the OB, mPOA, and MeA
could ndicate that estrogenic and androgenic pathwa ys participate in the regulation of patemal behaviar of the
Mongalian gerbils.

1. Introducton

presence of pups may actvate homonal changes undedying patemal
behavior [6.7,8,59].

Patermnal care i3 elatvely rare among mammak, cocurring mly in
approximately 5% of species in these venebrates [1]. Regardless, some
male mammak are known to crouch over the pups, perform pup re-
tieval, provide grooming, and socialize with thelr offspring Further
more, they also participate in the constructon, maintenance, and vig
ilamce of the nest, a5 well as in food providon [2].

Most male rodents of biparental species must inhiblt their in-
fantieidal behavior before parudtion and become paternal to avoid
huriing their own offspring [34,5]. Unlike females, infanticidal males
of these rodents become paternal in the absence of hormonal changes
aanciated with pregnancy and parturition; it is known that soclal fac-
tors such as copulation, cohabitation with a pregrant female, and the

Hormones such as prolactin, oxytocn, testostensne (T), estradiol,
dihydrotestosterons, and progesterone kave been previousy assoclated
with the regulation of paternal behavior [10,11,12,13,14]. In the Ca-
lfornda mowe {Pervmpacs coliforniens), castratlon in paternal males
reduces the degres of paternal care, whereas that castrated males that
repeive exogenos T replacement display more paternal care [15]. In
this mudent, the effects of T on patemal behavior are med tated throuwgh
itz conversion 1o esradiol; casrated males with sexual experence
treated with T or estradiol provide more paternal care than males that
repeived dhydmiesosterne, a non-ammatizable androgen. Further,
the inhibition of aromatase, an enzyme that converts T into estradiol,
blocked the positive effect of esiradiol on paternal belavier [18].
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Furthermone, increaied aromatase activity in the medial preoptic ara
(mPOA), a critical reglon in the neural regulation of parental belavior,
has been observed in males after they become fathers [17]. In the
Mexican woleano mowse (Neotomadon alsond), castration followed by T
replacement triggers the onget of parental care in males that were
nonpatersal before treatment [15].

Parental behavior & regulated by complex mechaniams integrating
anctal, hormonal, and newral factors. The newral elrcudt regulating the
matemal belavior conskts mainly of the mPOA, the bed nuclews of the
aria terminalis, the anterior hypothalamic area and ventromedial hy-
pothalamic neclews. Tnadditon, other reglons with mult iple anatomical
comnmections such as the medial amygdala (MeA), which moelves pro-
Jections from the olfactory bulb, are ako part of this newral cecuit (DB)
[19,20,21,13]. Research on the neural regulation of patermal behavior
remalns scame; however, the reported resuls so far show that several
regions of the newral crewitry of maternal behavior also play an im-
portant mele in the regulation of paternal belavior. In Californda mowse,
lesions in the mPOA and the basolateral amygdala cause alterations in
meideval, erouching, grooming, and sifing [22,23]. In prairie voles
(Microtus ochrapasier], lesions in the basolateral nucles of the amyg
dala o the cortcomedial amypdala decresse the tme spent in
groming and snffing of pups [24] Male Mongolan gerbils are
monogamons rodents that with exception of suckling, provide thelr
pups the same care as females [25,26,27]). In this rodent, copulation,
colabitation with a pregrant female, and the presenceof pups facilitate
paternal belavior [7,8]; furher, sexvally inexpedenced males that
displayed aggression towand the pups became paternal after being
treated with T, estradiol, or dihydmtestosterone replacement. These
resulis indicate that patermal behavior in the Mongollan gerbil may be
regulated by T through estrogen b and androgende pathways. Thenefore,
estrogen receptors, specifically the alpha (ERa) and the androgen re-
cepior (AR), could be implicated in newroendocrine mechanlsm: reg-
ulating paternal belavior. ERa plays a key mle in regulating maternal
behavior and has also been involved in the newroendocrine mechanism
that underlies paternal belavior in the mandarin voles (Micmoos man
darimes) [28,29]. Studies addressing the nvolvement of AR in the me
chanlams regulating paternal behavior in mammals are novel, but the
fact that the ad mindstration of d hyd mtestosterone in Mongolian gerbil
inhibits infanticidal behavior and triggers paternal behavior justifies
further reseamh in this regand. The present study had the following
alms: (1) determine the mle of copulation, cohabitation with a pregant
female, birth of pups, and the presence of the pups in the tansiton
from aggressive 1o paternal response; (2) determine whether the onset
of paternal behavior i3 assoctated with increased T levek: and (3)
provide evidence that estrogende and andmgenie pathways are lnvolved
i the regulation of paternal behavior through the asodaton between
this behavior and the presence of ERa and AR immunoreactive cells in
OB, mPOA, and MeA. Inthis study we wed virginagoressive males with
the pups o defermine the effect of soclal factors from aggressve o
patermal response 1o pups as well a3 neumendocrine changes asociated
with this tramsition

2 Materials and methods
21, Andmal

Young adult males Mongolian gerbils (100 10 180days old) were
wsed in this study. The animals were obtained from a breeding colony
kept at the Facultad de Estudios Superiores Ietacala, UNAM. The gerhils
were maintained under an inverted photoperiod of 1212k light-dark
cycle (light mset at 15:00h) and an amblent temperature between
17°C and 21 "C. The animals were fed with Lab Chow 5001 pellets
(Nutrimentos Puring, Médoo) and tap water ad Ihisen. From weaning
(between 21 and 25 days of age) to the beginn ing of the study, all gerbil
males were howed in pairs a polycarbonate cage (27 = 21 = 14cm)
with sawdust bedding.

Piystology & Behavior 199 (2019) 351-358

2.2 Sdection of aggressve males with the pups

Male gerbik were submitted to sereen tests of paternal behavior to
charactertze thelr belavior toward pups as paternal, indiferent or ag-
gresive As prairie voles and the California mouse, virgin male of
Mongollan gerbik may be aggresive, patermal, or indifferent towand
forelgn pups of the same species [12,30,31,3Z]. The classdfication eri-
terda for male behavior were as follows: indiferent males displayed
andffing of the pups and then moving away; ageressive males showed
snlffing and attacked the pups by biting and paternal males exhibived
andfing, grooming and crouching over the pups Selection tesis of pa-
temal behavior were performed 12 to 20 days before the beginndng of
the experiment. During the tesis, sach male wa placed in a poly-
carbonate cage (48 = 32 ® 15cm) with clean mwdust bedding after
10 min of acelimatization, three pups with an aged 2-4 days old were
introdsced into the cage. When males attacked the pup, the cage was
tapped immediately to dismupt the aggression, followed by immediate
removal of the pupa. Seven pups were dightly bitten thelr wounds were
treated with sulfathiazole powder, and they were retumed to their
parents afterwards. When the males displayed aggresion towand pups
sereen best lasted between 30 and 403, and 5 min when they were pa-
temal. The pups wead in the patemal belavior tesis were obtained from
seven litters in the gerbil breading colny. Forty-filve virgin males wene
subjected to screen tests of paternal behavior, resling in 36 (B000%)
agpressive males and 9 (20.0%) patemal males The proporton of pa-
termal w. aggresave males towand pups was similar to the previously
reported by Martinez et al [1Z].

This study was not reviewed by the Ethics Commision of the FES
Iztacala, UMAM becawse thi Commision was just foemed. However,
the experiments were pedformed in accordance with the ethical
guidalines and techndeal specifications of the Mexdean Oficial Norm for
the Production, Care and Use of Labomtory Animalk [33] and the
ethical guidelines of the Mat lonal Instintes of Health Guide for the Care
and Use of Laboratory Andmals (MIH Publication Mo, S023).

2.3, Experimental condifons

Aggressdve gerbils were paired with sexually inexperienced females
and mndomly organized in four groups of seven pairs each. The males
of these groups were subject to paternal behavior tesis on the day of
copulation { DCOPUL), between days 14-1 6 of pregnancy of thelr mates
(CPREG), on the birth day of thelr pups (DBIRTH), and on day & post-
parum (DPP&). Pregrancy was determined by body welght increment.
Further, the day of pregmancy was establihed by counting the days
elapsed from the day of copulation to day of binh (x = 26.14 = 1.0L
The effect of these social factors on the behavior of males towand the
pups was analyzed in different groups to avold “sensitizaton”, indee-
ton of parental belavior by repeated exposure to pups [15,34]. Pa-
temal behavior tests were condected with forelgm pups of the same
species even on the days of birth and postpamum, when the males wene
already fathers. The experimental palrs were videstaped during 24 h
begnning at the tme of paidng, with a high-defindtion infrared camera
(IR Bullet camera, 2.1 megapixels), and the videos were analyzed daily
in both morning and ndght. Copulation was determined by the ob-
servation of copulatory series, in which the males perform mounts and
hit with the hind-legs the foor of the cage “thumping” [35]; copulation
oorurmed between six and elght days after the males and females wene
howsed together. The remaining elght sexsally inexpedenced males
(CTL) gmup, who displayed aggresdveness toward the pups, weme
maintained in male-male cohabitation under the same conditions in-
dicated for the mated gerbils, Two males of the CTL group were sub-
Jected to paternal belavior tests af each of the same dages as the males
of experdmental groups (Fig. 1L
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Paternal behavior screen test d 4 pairs d
Sexually
\@ + @ + 2 Inexperienced
CTL.n=2 CTLn=2 CTL.n=2 CTL.n=2
g | ™ IDayi |pays-8  |payta-16 | Day24-26 | pays30-32
il [ I I I |
= "'”d Q Day of Cohabitation with  Day of birth Day6
\@ @ % vy :=°P"hﬂ°ﬂ pregnantfemale  (DBIRTH) n=7 postpartum
100-180days old NG = ey WO e ALl
Selection of 28 pairs
mmm All males were subjected to patemal wmp glood samples == Quantitation
behavior tests ‘ of T by RIA
Perfusion and brain collected
Immunohistochemestry ERa and AR of OB, mPOA and MeA
Fig. 1. Timeline ill ing the temporal secp of events in the experimental design from sexually inexperienced status to postp day &

Fig. 2. Identification of study areas in coromal sections stained with Nissk alfactary tract (Tao), olfactary bulb (OB), medial preoptic area (mPOA), third ventricle
(3V), optic tract (To), and medial amygdala (MeA). Scale bar = 200 pum. Adapted fom Radtke et al. (2016).

2.4. Paerml behavior test

Patemal behavior tests were performed following the method de-
scribed above; approximately 10 pups were used during each session,
tested once and then returned to thelr parents Patemal behavior was
videotaped for 30 min. A single observer recorded the onset latency of
paternal behavior (the length of time until the male contacted the
pups), and the time spent grooming and crouching over the pups. In
addition, sniffing and contact time with the pups was also recorded
(usually, the male sniffs and touches the pup after approaching it).
Behavioral observations were carred out for between 11 and 14h
during the dark period, under red light {lumination.

25. Hormone assay

Immediately after the patemal behavior test was performed, the
male gerbils were anesthetized with sodium pentobarbital (90 mg/kg,
im). When the gerbils became unresponsive, blood samples (250 ul)
were collected from the retro-orbital sinus using heparinized capillary

tubes, the plasma was separated by centrifugation and stored at
—70°C. Each sample was taken for one minute. The hormonal analysis
was conducted with a radioimmunocassay (RIA); T concentration was
determined using a Slemens kit with **| testosterone (Coat-A-Count;
Siemens Medical Solutions Diagnostics, Los Angeles, CA, USA) and a
sensitivity threshold of 4 ng/dl [12]. The intra- and inter-assay coeffi-
clents of variation were of 2.7% and 5.6%, respectively. The T asay
was validated, and it demonstrated a correlation between the dilutions
of serum from Mongolian gerbils and the standard curve. The recovery
rate for T was 87.0% (r = 1.0). Radicactivity was measured using a
Gamma Counter 1282 Compugamma (LKB-Wallac, Turky, Finland).

2.6. Tissue collecdon and immunochemistry

After blood collection, the gerbils were intracardially perfused with
physiological sline solution (0.9% NaCl) followed by 4% paraf-
ormaldehyde in sodium phosphate buffer (0.1 M PB; pH7.6). The brains
were removed and post-fixed ovemight in the same fixative solution at
4°C. The following day, the brains were cryoprotected in 30% sucrose
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Table 1

Fiysioingy & Behovior 199 (2079) 351-358

Main activities observed in tests of patenal behaviar in Mongolian gerbil. Latency to onset of paternal behavior and time spent in crouching and grooming by male
Mangolian gerhik in the DOOPUL, DETETH, and DPFPS groups was not significantly different

Aggresdve males wward pops Lamency o anses of pasernal bebawor Do ()
Cromch ing 0 e g,

N % Groups Parermal behavior wst Median Range Median Rarge Median Range
7 100 CTL 1 00F Aggresshve - - - - - -
7 100 DOOPUIL 100% Paermal 1 617 a1 354 54 579
7 100 CFREG 1 00F Aggresshve - - - - - -
7 100 DRIWTH 100% Paermal 11 1-14 40 257 21 o077
7 100 DFP& 100% Paermal 2 1-10 45 L & oaaF

Knuskal- Wallis P> 05 P =05 P = 05

(0.2 M PBS) solution for at least 3 days (4 °C), embedded in Tismue-Tek
(SAKURA Finetek USA) and stored at —80°C. The brains were sec-
tomed inte 40 pm comna sectons on a freexing dide micmtome
(CM1E50; Lelca Micmsystems Nussloch GmbH, Mussloch, Germany).
Study areas were located wsing a sterestaxic atlas of the Mongolian
gerbll brain (Fig 2. OB Bregma 255; mPOA: Bregma — 0,25; MeA:
Bregma — 1,300 [36]. Six consecutive sections of each area were ool
lected per gerbil brain and placed in vials containing 0.2 M PBES in the
folowing order vial 1, frst and founh sections vial 2, second and ffth
sections; and in vial 3, the third and sixth sections The sectlons from
vial 1 were used for the immunch Btochemical analysds of ERa, those of
wial 2 for AR, and those from vial 3 for Nisl tec hodgue (which involved
ataining with Cresy] Vielet acetate). A et of Mislstained brain sections
from each animal were used to identify the brain areas (Fig. 21
Briefly, fMoating sectons were incubated for 10min with 3% Hy0,
and then washed three times for 5 min with PBS The sections were pre-
Incubated for 130 min with bovine serum albumin (BSA; Amesham
Blosclences, Buckinghamshire, United Kingdom) and incubated at 4°C
for 2 days with the respective primary antibody {rabbit polyclonal an-
tbodies for ERa MG20, s0-542 or AR N-20, s¢c-816 Santa Oz
Blotechnology) solton (1:50) diued by antibody dileent (0.2M PBS
solution containing 20% BSA and 1.7% Tween 20). The third day, the
sections were washed three times for 5 min with PES/ Tween20 (0.1%)
and incubated for 120 min at 37 °C with biotinylated goat antl-rabbit
antibody (Vector BA-1000), followed by ancther round of washing
three tmes for 5min with PBS/ Tween20 (0.1%). Afterwands, the sec-
tons were incubated with avidin-biotin complex (Vectastain ABC kit
Vector Laboratories) for 60 min, and after additional rinses, the im-
munoreac ity was viswalized vang diaminobenzidine (DAB Mt, Vector
Laboratories), runndeg  the reacton  for Smin. All im-
munohistochemistry procedunes inclisded a negative control in which
the primary antibody was omited. ERa antibody has previowsly been
wsed In Mongolian gerbil [37], whereas the specificity of the AR anth
baody was valldated willizing prostate and kidney as postive and e
gatlve control, respectively (data not shown). The sectons were
mounted on gelatin-coated microscope sides and coverslip ped.

27 Immamoregctivity quantitarion

The quantitation of ERa (ERa-ir) and AR {AR-ir) immunoreactivity
was performed manually uwsing a digital image analyss system
(Metamorph, version 4.5; Molecular Devices, Down inglown, PA, USA)
attached to a light microscope (DMLY Lelca Microsystems GmbH,
‘Wetzlar, Germany )L To this purpose, the area of study was located and a
box adjusted to the OB (295 x 192pm), mPOA (551 = S08pm), and
Med (362 x 333 um). Bilateral quantitation of ERa-ir and AR-ir was
done in each amea in two bmain sectons per male of the DOOPLL,
(PREG, DBIRHT, DPFP6 and CTL groups. The mumber of im-
munoreactve cell in the mewral area was counted at 10x . The ob-
taimed data weme expressed as the number of immunoreactive cell/

100, 0000 ™.

28 Sutisdea amolyses

Data  were  checked for  nomality  wsing onesample
Kolmogormv-Smirnov test. Behavioral data; onset ltency for patemal
behavior, tme spent croucling over the pups, and grooming by the
paternal males of the DOOPUL, DBEIRTH and DPP& growps (no males
behaved patemally inthe CPREG and CTL groups) were analyzed using
Krugkal-Wallls. This same test was used 1o compane T comncentrations in
ithe males of the DOOPUL (PREG, DEIRTH DPP6, and CTL groups due
o the non-normality of the data. Palrwise comparisons were perfomed
using Mann-Whitney U test with Bonferrond correction. We used one-
way ANDVA o determine significant differences in ERo-ir and AR-ir
cell count in OB, mPOA, and MeA among the males of the previously
mentioned groups. Pet hoe comparisons were made wing Tukey test.
All males of the CTL group were aggressive with the pups at each of
time podmt in which the males of the other groups were tested for pa-
temal behavior. Based on this, data from T conc entrations were pooled
for statistical analysis This was also done with the data from number
ERa-ir amd ARAr cells.

Statistical analyses were performed using the software 5P55 210
(IBM 5P55, Armonk, NYL

3. Results
3.1. Paerna behavior

The patemal behavior tests showed that 100% of males in the
DCOPUL group exhiblied paternal behavior despite thelr previous ag-
gresivenes before copulation {Table 1) All males in the CPREG group
displayed aggresive behavior towand the pups Lkewilse, 100% of
males of the DEIRTH group showed paternal behavior in the perfomed
tests, The males of this group copulated again between & and 8 h after
ithe birth of thelr pups. In similar manmer, 100% of the males in the
DPP& gmup provided care to the pups by crouching over them | the
male held a pup with its forelimbs and placed it under its curved body)
and grooming (the male ook a pup with its forelimbs and licked it
mainly in the genital reglon). The onset latency of patermal belavor
{H=1led, df = 2, P = .05), the tdme that the males spent crowching
over the pups (H=0.76, di =2, P = 05) and grooming (H = 248
df = 2, P = .05) among the males of the DOOPUL, DBIRTH and DFP&
groups was not significantly different. Males of the CTL group wene
aggressive with pups during all the experimental period (Table 10

3.2 Testostenome quoniitadon

T concen trations vared dgnificantly between the males of the CTL,
DCOPUL, (PREG, DBIRTH, and DPP& groups (H = 21.93, dif = 419,
P = 05, Flg. 3. Bonferrond comrection ind icated that the levels of this
hormme in plaama were significantly kigher in paternal males of the
DCOPUL growp than aggressive males with the pups of the CTL
W = 2100, P=002), and CPREG (W = 21.50, P = .002) groups.
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Fig. 3. The presence of patemal beha vior in male Mongalian gerhils in the DOOPLUL, DEIRTH, and DFPG groups was associated with high T conoentrations in plasma.

Dotz are representsd in medians, SE and intergquartile ange.

Paternal males of the DBIRTH group had significantly higher T con-
cen trations tan aggresive males with the pups of the CTL (W = 21.00,
P = 002, and CPREG (W = 22, P = .0M) gmoups Likewise, T con-
centratons in paternal males of the DPP6 group were dgndficantly
higher than aggressive males with pups of the CTL (W = Z1, P = .004),
and (PREG (W = 21.00, P = 004) groups However, T oo cenirations
were ot significantly different between patermnal males of the DOOPLL,
DBIRTH and DPP6 groups (W = 32, P = 31;W = 27, P = 6b W = 30,
P = 33, Bonferronl adjusted P = .005).

35, Immunolisochemiary

331 ERag-ir cell coumt

The number of ERa-ir cells in the OB (F = 8991, df = 4/95,
P o= 05), mPOA (F=7575 df =495 P = .05, and MeA
(F = 221.77, df = 4719, P < .05 Fige 4A and 5) vared dgnificantly
betwesn males of the different groups. The Tukey test showed that
males exhibiting patermal behavior (DODPUL, DEIRTH, and DPP&) had
dgnificantly higher (P = .05) number of ERa-ir cells in the OB, mPOA,

o A

Denalty of ERg-r calls (10030 Pt

oR LA,

LN

Griraps
et
CooPLL
CPREG
COETH

=00

and MeA than males lacking asch behavior (L. CTL and CPREG). Males
in the DPP& group had significantly higher number of ERadr cells in
MedA than males of the DEIRTH group.

332 ARHr cell count

In similar manner, the mmber of AR-ir celk in OB (F = 97.82,
df = 4719, P = .058), mPOA (F = 6211, df = 4/19, P < .05), and
MedA (F= 7141, df =4,/19 P = 05, Figs. 4B and 5) ako varied sig-
nificantly between Mongolian gerbil males of the different groups.
Tukey tes indicated that the number of AR-ir cell in OB, mPOA, and
MeA of males displaying paternal behavier (DODOPUL, DBIRTH, and
DPP& groups) was dgnificantly higher than in males lacking this be-
havior (CTL and CPREG groups); further, males in the & group had a
significantly higher AR-ir cell count in MeA than the males from the
DEIRTH group.

A, s cussion

All Mongolian gerbll males in the DODPUL group, who wens

B

Danatty of AR-ir cells {10080 pm®)

eI sl

o

Fig. 4. Malss displaying paternal behavior (DCOPUL, DEIRTH, and DPPS) had a greater demsity of ERa-ir (A) and AR-ir e=lk (B) in OF, mPOA and MeA than
nonpaternal males {C TRL and CPREG). Data are represented as mean + SE Bars with different letters differ significantly, wheness hars sharing the same letier do not

oiffer.
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Nonpaternal

Fig. S. Representative phoomicrographs showing ERairand AR-ir cells in patemnal (columns a2 and b) and nonpatermnal males (columns ¢ and d) in OB, mPOA, and
MeA. knages were taken at 10 X (columns a and ©) and 40% (columns b and d). Scale bar = 100pm.

aggressive with pups at the beginning of study, showed patemal be-
havior after copulation. On the other hand, males of the CTL and
(PREG groups remained aggressive toward the pups This result in-
dicates that copulation Is a social factor that naturally triggers the pa-
ternal behavior in this rodent. Brown et al. [8] similardy reponted that
copulation facilitates the onset of patemal behavior in this species.
Further, in male CF-1 mice the cohabitation with a pregnant female,
without prior copulation with the same, falled to inhibit infanticidal

behavior and to induce paternal behavior [35]. Kennedy & Elwood [39]
reported that copulation per se reduces Infanticide and Increases pa-
temal behavior in male CS1 mouwse. Likew se, infanticidal males of the
CF1 mice and the laboratory rat became paternal when paired for 3h
with a female in estrous [40,41]. In the Mongolian gerbil paternal be-
havior induced by copulation was apparently temporary because all
males of the CPREG group displayed aggressiveness toward the pups
despite having copulated during the first 8 days of the mating period. In
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the Californds mouse, most males in cohabltation with a pregnant fe-
male were non-patermal with forelgn pups, and only 34.0% of them
displayed paternal behavior 24 h after copulaton [4Z]. de Jomg et al
[43] reported that in this rodent the males in cohabitation with thelr
pregnant mates displayed paternal belavior toward forelgn pups, but in
this study, the belavior of males toward pups was not de termined prior
to the start of the investigation. In praire vole Micrones ochropmer,
paternal respmavensss was increased by cohabltaton with the preg
mant female [44]. In the DEIRTH growp, 100% of males provided pa-
termal care to forelgn pups; this behavior was also assoclated with co-
pulation in the postparium period [45,47]. Nevertheles, the new-bom
pups were not attacked by their fathers because none kad any traces of
abuse. These results sugges that in additon to copulation, other stimuli
from the females and/or pups around the tme of parfum and pos-
partum esins may cause endocrinological changes in males, and con-
sequently in thelr response towand pups

Regamding the DPP6 group, 1000 of males displayed patermal he-
havior, whereas the males cohabitating with thelr pregnant females
(CPREG group) displayed aggressivenes toward the pups despite the
fact that they copulated with thelr mates to impregnate them This
suggests that the presence of the pups & by isell enowgh stimulus for
the maintenance of patermnal behavior. In labaratory mt, the presence of
pups i essential for matermal belavior [19]. However, further research
is needed to analyze the role of pups in the malntenamnce of paternal
sehyavior.

Patermal males of the DOOPUL, DBIRTH, and DPP& groups had
sgnificantly higher T concentratlons in the plasma than males of the
CTL and CPREG groups, who were aggressive with the pups, this could
indicate that an increase in T concentratlon is involved in the naneral
tamsiton from non-patermal (o paternal behavior in the Mongolian
gerbll. In a previows dudy, we showed that sexually inexperencead
males of this redent ceased thelr aggresdve behavior towand pups and
hecame paternal after being treat ed with high concentratlons of T [12].
However, it is possible that the differences in T concentrations between
paternal and aggressive males ape due 1o the stress expedenced by the
aggressve males, when interacting with the pups Recently, Romems-
Morales ef al. [46] reponed that in the Mongolian gerbil, virgin in-
fanticidal males that exposed to pups had significantly lower T con-
centrations than the males that interacted with candy, but the males of
both groups had lower T concentrations than paternal males that in-
teracted with the pups [46]. In Mexican volcano mouse, an increased T
concentration is also involved in the onset of paternal behavior [15].
Brown [7] highlighted that copulation facilitates the paternal behavior
in rodents becawse it induces nevrcendocrine changes altering thelr
respone o pups however, these changes have not been described yet.
Regandless, these resulis spgest that these neurcendocrine changes
may be tiggered by incmeased T concentration. It is known that copu-
laton increses T level in the plasma of several mammal species
[48,449,50,51,52]. Likewise, paternal males of the Mongoltan gerbi]l had
dgnificantly higher.

ERa-ir and AR-ir cell count in OB, mPOA, and MeA than aggressive
males with the pups therefore, these receptos could be involved in the
meumendocrine regulation of paternal behavior, especially since the
partdcipation of ERa in the nevrpendocrime mechanisms regulating
paternal behavior has already been reported; in male mandarin voles
the experdence of patemity increases the ERa-ir cell count in the an-
uate nuclens of the hypothalamus. In this same rodent, males with high
paternal respon dveness had more ERa-ir cells in mPOA, bed muclews of
the strla terminalis, and MeA than males with low responsivenes. In
the Califomia mowse although the E: facilitates the paternal behavior
[18], ERa mRMA expresion in the MPOA, MeA, and BNST does not
differ between fathers and virgin male [25,53].

The presence of ARAr cell in the newral areas regulating paternal
behavior in the males providing patemal care to forelgn pups of the
mme species mugpess that androgenic pathway might play an im-
portant role in the regulaton of paternal belavior in the Morgolian

Poysioiogy & Behavior 199 (2079) 351-358

gerbil However, the presence of AR-ir and ERa-ir cells in mPOA and
MeA can also be asspclated with copulatory behavior [54].

The dgnificant presence of AR-ir cell in the males of the DPP&
gmoup in OB, mPOA, and malnly in MeA, when they have not recently
copulated [45,55], supports the asumption that AR are involved in the
regulation of paternal behavior. Further, sexually inexperienced males
of the Mongolian gerbll displaying aggressive behavior towand pups
exhibited paternal behavior when recelving dihydrotestosterone im-
planis after castration [12]. In 21-day old male prairie voles, the ad-
minktraton of Autamide, an andmgen receptor antagon B, reslted in
a significantly meduced alloparental belavior (care given by juvenles to
their younger siblings) [55].

Copulation and paternal belavior seem to be closely interrelated
because the males displaying aggressive behavior toward the pups be-
came patemal after copulaton. Both behaviors are asoclated with in-
creased peripheral T levels. Purther, mPOA and estrogenic and andro-
gende pathways are involved in the regulation of copulatory belsavior;
themfome, it is plausible that both behavios, copulatory and patermal,
share some of the neuroendocrine pathways. In this regard, Newman
[56,57,58] highlighted the overlap in newral clruits regulating a
varlety of soclal belaviors in mammals

These resulis show that the transiton from aggresive to patermal
belavior in Mongolian gerbik & faciliiated by copulation, probably
through an increased T concentration in plasma Moreover, the pre-
sence of ERa-ir and AR-ir cells in the OB, mPOA, and MeA, reglons that
participate in the neural regulation of patersal behavior suggests that
the estrogenic and andmgenie pathways may be inwolve in the mg-
ulation of this behavior.

Future studies addresdng the presence of ERa-ir and AR-ir cells in
OB, mPOA, and MeA in sexually inexpedenced males with spontaneous
parental belavor should provide more evidence of the participation of
esirogenic and androgenic pathways in the egulaton of paternal be-
havior in Mongolian gerbils
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Con base en la Legislacién de la Universidad Auténama
Metropolizana, en la Ciudad de México se presentaron a las
10:00 horas del dia 10 dol mes de septiembre del ano 2020
POR VIA REMOTA ELECTRONICA, los suscritos miembros del
Jurado designade por la Comisidn del Posqgrado:

DRA. MARCELA ARTEAGA SILVA
DRA. HERLINDA BONILLA JAIME

DRA. ROSA MARIA VIGUERAS VILLASEROR
DR. JULIO CESAR ROJAS CASTARZDA
DRA. JUANA ALBA LUIS DIAZ

Bajo la Presidencia de la prisera y con caricter de
Secretaria la Glcima, se revnieron a la presentacion de la
Disertacidn Poblica cuys denominaciédn aparece al margen,
para la obtencién del grado de:

DOCTORA EN CIENCIAS BIOLOGICAS Y DE LA SALUD
DE: ANA LILIA MARTINEZ BRAVO

¥ de acuerdo com el acticulo 78 fracecién IV del Reglamento
de Eszudios Superiores de ia Unfiversidad Auténoma
Hetropolitana, los miembros del jurado resolvieron:
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Acto coentinuo, la presidenta del Jjurado comunicé a la
interesaca el resultado de La evaluacién y, en caso
aprobatoria, le fue tomada la protesta.

PRESIDENTA o

DRA. SHLVA DRA BOMNILLA JAIME

VOCAL
W/
DR L0 ROJAS CASTAREDA DRA. ALBA LUIS DNAZ
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